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OZET

Mutlu, H. Doku Miihendisligi Yontemiyle Kiigiik Capli Vaskiiler Greftlerin
Biyoreaktorde insa Edilmesi. Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii
Eczacilik Temel Bilimleri Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2010. Aterosiklerotik
vaskiler hastaliklar (koroner arter ve periferik) dinyadaki en oOnemli 6lim
sebebidir. Bu hastaliklarin temel tedavisi “bypass” greftlemedir. Vaskiler
rekonstriktif cerrahide kullanilan otolog kan damarlarina alternatif olarak kiguk
captaki (<6 mm) damarlara ciddi anlamda ihtiya¢ duyulmaktadir. Vaskiler doku
muhendisligi, biyolojik ve islevsellik agisindan gercek bir damarla kiyaslanabilecek
vaskiler greftler Uretmek icin umut verici bir yaklasim ortaya koymaktadir. Bu
¢alismanin amaci; kiglk gaph vaskiler greftlerin biyoreaktor icinde insa edilmesi ve
3 boyutlu buylime 6zelliklerinin incelenmesidir. Bu amacgla otolog diiz kas hiicreleri
(SMC) modifiye edilmis titbdler poliglikolik asit (PGA) meslerin Gzerine ekilmis ve
laboratuarimizda kendi tasarladigimiz el yapimi biyoreaktérler icerisinde, 37°C ve %
10 CO; iceren ortamda cesitli surelerle inklibe edilmislerdir. Daha sonra orta
tabakanin i¢ yilizeyi (lumen) kollajen sollisyonuyla (adesiv protein) muamele edilmis
ve limene endotel hiicreleri (EC) ekilmistir. EC’lerle yapilan kiltirden sonra, gergek
bir damarin temel yapisina benzeyen, iki tabakadan olusan vaskiler greft elde
edilmistir. Damar morfolojisinin, kidltir sdresinin 12 haftaya kadar artmasiyla
birlikte gelistigi gozlenmistir. Miihendislik damarlari, hiicre ekimi icin kullanilan PGA
meslerden bir artik kalmamasiyla genel goérinimu itibariyle gergek bir damar
yapisina ¢ok benzemektedir. Damar duvarini olusturan SMC’ler oldukga lamelli bir
yapida organize olmus, kollajen fiberleriyle ayrilmis tabakalar arasinda
konumlanmistir. Gergek bir damarda oldugu gibi kollajen tip | ve tip Ill hem hiicre
icinde hem de hiicrelerin disinda bulunmustur. Diger taraftan yapida ¢ok ince de
olsa elastik fiberlerin varligi tespit edilmistir. EC’lerin limende tek sira halinde bir
yap! olusturdugu saptanmistir. Damarin gerilim kuvveti 3.1 MPa ve uzama % 35
olarak olctlmistir. Bu sonuclar, miihendislik damarlarinin elastik ve kollajen tip I'in
ylksek seviyesine bagl olarak mekanik kuvvete, ayrica tek sira halinde dizilmis bir
endotelyum tabakasina sahip oldugunu gostermektedir. Bu tez c¢alismasi
sonuglarinin vaskiler doku miihendisligi alanindaki bilgilerimize katki saglayacagini
ve gelecekte in vitro’da doku mihendisligi yoluyla elde edilecek insan arterleri
Uzerine yapilacak ¢alismalar igin gligli bir temel olusturacagini umuyoruz.

Anahtar kelimeler: Doku miihendisligi, vaskiler greft, diiz kas hiicresi, endotel
hiicresi, endotelyum

Destekleyen Kurulus: Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)
(Proje No: 1075036).
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ABSTRACT

Mutlu, H. Construction of Tissue Engineered Small Diameter Vascular Grafts in a
Bioreactor. Hacettepe University Health Sciences Institute MSc Thesis in Basic
Pharmaceutical Sciences, Ankara, 2010. Atherosclerotic vascular diseases, in the
form of coronary artery and peripheral vascular diseases are the largest cause of
mortality in the world. The major treatment of these vascular diseases is bypass
grafting. There is a considerable clinical need for small diameter (< 6 mm) vascular
graft alternatives to autologous blood vessels used in vascular reconstructive
surgeries. Vascular tissue engineering represents a promising approach to generating
a vascular graft that is biologically and functionally comparable to native vessels. Aim
of this study was to construct engineered small diameter vascular grafts in a
bioreactor and identify their 3-dimensional growth characteristics. For this purpose
autologous smooth muscle cells (SMCs) were seeded onto the modified tubular
poliglycolic acid (PGA) mesh and cultured at 37 °C and with 10 % CO, for several
times in a homemade bioreactor which was designed in our laboratory. Later, the
inner surface of media layer (luminal) was treated with collagen solution (as adhesive
proteins) and then seeded with endothelial cells (ECs). After culture with ECs, a two-
layered vascular graft was formed that presented the basic structure of a native
artery. It was observed that vessel morphology improved as time in culture increases
12 weeks. Engineered vessels had a gross appearance similar to that of native vessels
with no grossly visible evidence of the original PGA mesh scaffold that was used for
cell seeding. SMCs in the engineered vessel wall were organized into a highly lamellar
structure, with cells separated by alternating layers of collagen fibrils. Collagen types
| and lll were found to be intracellular as well as extracellular as it occurs in native
vessel. On the other hand very thin elastic fibers were observed in our construct. ECs
were observed in the lumen settled in a monolayered morphology. The tensile
strength of the vessel was measured as 3.1 MPa and the elongation as 35 %. These
results indicate that the engineered vessel has an elastic character and mechanical
strength due to the high levels of collagen type |, also a monolayered endothelium.
The outcome of this thesis is expected to add great deal to our knowledge of vascular
tissue engineering and will help to form a strong base for the future studies that will
be planned in the field of tissue engineering human arteries in vitro.

Keywords: Tissue engineering, vascular graft, smooth muscle cell, endothelial cell,
endothelium

Supporting Institute: The Scientific and Technological Council of Turkey (Project No:
107S036).
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1. GIiRIS ve AMAG

Aterosklerotik vaskiler hastaliklar (koroner ve periferik vaskiler hastaliklar)
tim diinyada ve Tirkiye’de 6lim orani en yliksek hastaliklarin basinda gelir (1).
Genetik faktorin kalp damar hastaliklarinda rol oynayan en temel etmenlerden biri
olmasinin yaninda kotl beslenme, sigara icme ve hareketsizlik gibi yasam kalitesini
disuren nedenler de bu hastaliklara ciddi zemin hazirlayabilmektedir.

Ateroskleroz, arterlerin gesitli sebeplerle daralmasiyla meydana gelir. Koroner
arterlerdeki bu daralma miyokardiyumun zayiflamasina ve koroner kan akisinda
azalmaya neden olur (2). Bunun sonucu anjina pektoris ya da miyokardiyal infarktis
gibi hastaliklar ortaya cikar. Hastaliktan etkilenmis damarlarin tedavisine yonelik
gelistirilen yaklasimlarin basinda “bypass” greftleme gelmektedir. Bu cerrahi islemde,
capi 6 mm’den biyik damarlarin tedavisinde politetrafloroetilen (ePTFE) ya da
polietilenteraftalattan (PET veya ticari ismiyle Dacron) uretilmis sentetik greftler
ylksek bir basari oraniyla kullanilmistir. Kicik capli damarlarin (<6 mm) “bypass”
isleminde ise genellikle oto greftler (hastadan elde edilen safen venler, radial ve
meme arterleri) kullaniimaktadir. Ginimizde oto greftler standart ve rutin bir
kullanima sahip olmalarina karsin, 6zellikle tekrar eden uygulamalarda sinirli olmalari,
hastanin aci ¢cekmesi ve kaynak olarak kullanilan organdaki rahatsizliklar sebebi ile
alternatif yontem ve teknolojilere ihtiya¢c duyulmaktadir. Diger taraftan allojenik
greftlerin uzun sireli butinlik gostermelerine ve aktif olmalarina karsin ciddi
bagisikhk sorunlari, bu greftlerle yapilan klinik uygulamalar icin engel olusturmustur.
Uygun otolog damarlarin eksikligi sebebiyle cerrahi operasyonlarda ilgili damar
bolgesine alternatif yol agmak lizere Dacron®, PTFE ve poliiretan (PU) gibi sentetik
greftler gelistirilmistir (3). Fakat bu malzemelerin i¢ capi 6 mm’den kii¢lik oldugunda
uzun vadede basari gosterememislerdir. Ornegin; vendz ve PTFE diziisti
femoropoplietal “bypass” operasyonlarindan iki yil sonraki aciklik oranlari sirasiyla %
80 ve % 69; 5 yil sonra ise % 75 ve % 39’dur (4). Greftlerin basarisiz olma sebepleri
pihtilasma, enfeksiyon, surekliliginin sinirli olmasi ve bazen greftlerin anastomoz

noktalarinda uyumsuzluk gostermesidir (5). Bu greftlerde gesitli modifikasyonlara



gidilse de ne greftlerde ne de daha kiglk olgllerdekinde istenilen basari
saglanabilmistir. Bu nedenle vaskiiler rekonstriktif cerrahi icin ideal arter
esleniklerine duyulan ihtiyag glin gectikce artmaktadir ve kiguk ¢apa sahip
damarlarin Gretilmesi zorunlu hale gelmistir (3). Bu ihtiya¢ bircok arastirmaciyir doku
mihendisligi vaskiiler greftlerini gelistirmeye ydnlendirmistir. ideal biyolojik greftlere
sadece koroner arter “bypass” greftleme (CABG) icin degil ayni zamanda alt organ
(lower limb) “bypass” operasyonu, arterioven6z santlarinda (arteriovenous shunts)

(AV) ve kongenital hasarlarin tedavisinde ihtiya¢ duyulmaktadir.

Doku mihendisligi fonksiyonunu yitirmis veya zarar gérmis doku/organlarin
yerine kullanilmak Uzere, biyoloji, kimya ve muhendislik prensipleriyle laboratuvar
ortaminda deri, kikirdak, kan damarlari gibi doku ve organlarin Gretimini amaglayan

multidisipliner bir alandir.

Vaskiler doku miihendisligi ise canli damarlarla biyolojik ve fonksiyonel
olarak karsilastirilabilecek vaskiler greftler tGretmek igin umut verici bir yaklasim
ortaya koymaktadir (3). Bu yaklasimda belirli kaynaklardan elde edilen hiicrelerin
(otojenik, kok, progenitor) laboratuvar ortaminda cogaltilip kollajen jel ya da
biyobozunur bir doku iskelesi lGzerine ekilerek bir reaktor icinde (statik veya pulsatif
sartlarda) belli siire inkibe edilmesiyle doku miihendisligi vaskuler greftler (TEVG)’in
olusturulmasi amaglanmaktadir. Bunun ic¢in arastirmacilarin yillardir hiicre kiltard,
biyoreaktor ve tasiyici sistemler (zerinde calisarak, in vivo'yu in vitro’da en iyi

sekilde taklit etmek igin yeni teknikler gelistirme ¢abalari devam etmektedir.

ideal bir doku mihendisligi greftinin canli dokudan meydana gelmesi,
hemodinamik ve kimyasal mediatérlere cevap olarak kasilmasi, normal bir damarin
yaptigi salgilari yapmasi ve herhangi bir immunolojik cevap vermeden kendi kendini
yenileme potansiyeline sahip olmasi gerekmektedir (6). Ayrica greftin dokuya uyum
gostermesi, pihtilasma gostermemesi, yeterli patlama basincina sahip olmasi ve
uzun 6murli olmasi amaglanan 6zelliklerdendir (7).

Doku mihendisligi yontemiyle Uretilen deri ve kikirdak hali hazirda
marketlerde yer almistir ve blyik bir piyasa olusturmus durumdadir. Hayvan

testleri sliren dokular arasinda bagirsak, idrar kesesi, omurilik ve ses telleri 6rnek



olarak verilebilir. Uretilmis dokularin bircogu, érnegin; kikirdak, kemik, kornea ve
damar insanlarda denenmektedir. Ancak yapilan arastirmalar damar ve kalp
kapakgiklari gibi daha karmasik vyapilari laboratuvar ortaminda Uretmenin
sanildigindan daha uzun sireceginin sinyallerini vermektedir. Vaskiler doku
muihendisligi alaninda son yillarda 6énemli gelismeler gosterilmistir. Ancak klinik
uygulamalarda daha umut verici sonuglar elde etmek igin biyolojik acidan uyumlu,
hiicre proliferasyonunu ve farklilasmasini saglayacak ve dogru sekillendirecek
biyomalzemelere yani hiicre tasiyici sistemlerin tasarlanmasina ve gelistirilmesine,
yeni hiicre kaynaklarinin kullanilmasina ihtiyag vardir.

Bu bilgilerin 1s18inda, tez ¢calismamizda hiicre kiltlr tekniklerinin ve uygun
hiicre tasiyici (iskelet) sistemlerin kullanilarak vaskiiler doku mihendisligi yaklasimi
ile otolog hicrelerden in vitro kosullarda biyolojik damar greftlerin tasarlanmasi ve
insa edilmesi amaclanmistir. Bu amacla genc sigir damar biyopsilerinden diz kas
(SMC) ve endotel hicrelerinin (EC) izolasyonlari, belirlenmis kosullarinda kultir
edilmeleri, cogaltilmalari ve karakterizasyonlari planlanmistir. Daha sonra 2 katmanli
bir damar yapisini olusturmak Uzere bu hicrelerin hiyerarsik bir diizen iginde
yapilanmasi 6ngorilmustir. Bunun igin dnce diiz kas hticrelerinin modifiye edilmis
tibller PGA meslerin Uzerine ekilerek bu amacgla tasarlanan biyoreaktor
sistemlerinde farkh sirelerde kiltir edilmesi ile statik kosullarda media tabakasi
olusturulmasi ve daha sonra endotelyumun olusturulmasi amaclanmistir. Farkh
kiltir sartlarinda ve zamanlarinda olusturulan vaskiler greftlerin  kesilerek,
makroskopik gozlemler ve immmunohistokimyasal degerlendirmeler ile kan

damarlari yapisina uygunlugunun arastiriimasi planlanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ateroskleroz

Ateroskleroz, kalp damar hastaliklarinin iginde yer alan en 6nemli hastaliktir.
Ateroskleroz, kan damarlarinin duvarinin c¢esitli nedenlerle sertlesmesi ve
kalinlasmasi sonucunda meydana gelir. Bu sebeplerden biri kalsiyum tuzlarinin diiz
kas tabakasinda dereceli olarak birikerek kalsifikasyon yaratmasidir. Bu sorun yasa
bagli olarak gerceklesebildigi gibi diyabet ya da endokrin rahatsizliklari nedeniyle de
meydana gelebilir. Plazmadaki kolesterol seviyesi fazla ylikseldigi zaman monositler
bunlari kan dolasimindan uzaklastirmaya calisir ve bu sirada lipid tanecikleriyle
dolarlar. Bu yikli monositler endotel hiicrelerine yapisarak bliyiime faktorlerinin
salgilanmasina, boylece diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasina neden olur ve damar
duvari kalinlasmaya baslar. Ya da endotelyum lipid molekdllerini emer ve ig

tabakada lipid birikimine neden olur (8).

Monosit Hiicre
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adhzeyon
molekilleri
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Sekil 2.1. Aterosklerozun olusumu. Endotel hiicrelerinin endotel adhezyon
molekullerini salgilayarak monositlerin ve PDGF’yi salgilayarak diiz kas hiicrelerinin
ic tabakaya gocl ve lipid grandlleriyle dolmus kopuk hicrelerinin ic tabakada
birikerek tabakayi kalinlastirmasi (9).



Aterosklerozun tedavisinde plak olusumu erken safhadaysa ilag kullanilarak
kolesterol seviyesi diisiriilmeye calisilir. Bu arada hasta besin diyetine girer, egzersiz
yapilmasi ve sigara icilmemesi Onerilir. Fakat hastalik ileri seviyedeyse ve ilagla
¢Oziilemeyecek duruma geldiyse kateterizasyon, balon anjiyoplasti ve son care
olarak da “bypass” ameliyatlari gergeklestirilebilir. “Bypass”, kelime olarak atlama
ya da kisa devre anlamina gelmektedir. “Bypass” islemiyle viicudun baska yerinden
alinan damarlar aortaya baglanarak, daralmis ya da tikanmis bu bolgelerin ilerisinin
beslenmesi saglanmis olur (10). Otolog damarlar ve sentetik greftler “bypass”

ameliyatlarinda siklikla kullanilan materyallerdir.

2.1.1. Otolog Greftler

“Bypass”ta kullanilan damarlar; hastanin bacagindan alinan safen ven, gogus
icinden alinan internal meme arteri, koldan alinan radyal arter ve karin igindeki
mide arteri olabilir. Safen venleri, bacakta boylu boyunca uzanan ve vaskiiler greft
olarak kullanilan en dnemli kaynaklarin basinda gelir. Hem uzunlugu, capi, koroner,
femoral ve popliteal (diz arkasi) arterlerine olan benzerliginden hem de bilateral ve
kolay alinabilir olmasindan dolayi tercih edilmektedir (11). Fakat glinimuizde yapilan
koroner arter “bypass”larinda kullanilan safen venlerinde, ameliyattan 1 sene sonra
% 10-15 oraninda, 10 sene sonra % 30 ve % 40 oraninda daralma (okliizyon)
gerceklesmektedir (3,11). Perifer vaskiler “bypass” ameliyatinda en uygun ven
femoropoplietal’den elde edilen safen vendir; iki yil boyunca % 82'lik acikhk
gosterirler. Fakat hastalarin gogu vaskiler hastaliklar ve bunlara bagli olarak cerrahi
islemlerin zorlugu nedeniyle uygun safen vene sahip olmayabilir (3). Venoz yapilar
ayni zamanda vazomotor tonu ayarlamaya vyeterli degildir ve pihtilasma ile
daralmaya yatkindir (12).

internal meme arterinin kullanildigi LITA-LAD (left internal thoractic artery -
descending coronary artery) greftleri, ateroskleroz gec¢ evrede degilse ve erken
ameliyat yapilmissa 20 yil sonra bile % 90 aciklikla glinlimizde en uygun “bypass”

greftleri olarak kabul edilmektedir. Doktorlar, daha fazla LITA ve daha az safen veni



gibi ozelliklere sahip olan greftlerin Gretilmesi gerektigini dislinmektedirler (11).
Fakat tim bu damar kaynaklari, zaten kalp-damar sisteminde sorun olan, hatta belki
daha O©nceden “bypass” ameliyati gegirmis bu hastalarda uygun ve saglkli
olmayabilir. Ameliyat sdreci sikintii ve aci verici olabilir. Damarlar “bypass”
isleminden sonra gergcek damarin yerini tutmayabilir ve bazen tekrarlanmasi
gereken ameliyatlar olabilir (3). Bu nedenle bazi sentetik damar greftleri Uretilerek

bu sikintilar ¢dziilmeye ¢aligilmistir.

2.1.2. Sentetik Greftler

Uygun otolog damarlarin eksikligi sebebiyle arastirmacilar tarafindan PET, ePTFE
ve PU’dan elde edilmis protezler gelistirilmistir (2,13). PU, PET ve ePTFE’e gore daha
biyouyumlu bir malzemedir. PU’larin yaninda daha sonra Uretilen segmentli PU’lar
daha uygun elastik 6zelliklere sahip olmalari nedeniyle klinik asamalarda kullaniimis
fakat daralma ve bozunma sebebiyle istenilen basari elde edilememistir (14). Daha
sonra “Myolink” adiyla Uretilen PU ve polikarbonattan meydana gelmis yapilarin
daha oncekilere gére daha uyumlu ve mekanik agidan kararl olduklari bildirilmistir
(15).

Sentetik yapilarin, kiglk captaki (< 6mm) damar alanlarinda yeterli uyumu
saglayamadiklari ve ciddi pihtilasma oranina sahip olduklari gorilmustir (12). Bu
nedenle sentetik greftlerde kan ve malzeme etkilesimini en aza indirmek igin ylzeyi
proteinle ya da hiicrelerle kaplama gibi cesitli ylizey modifikasyonlarina gidilmistir
(2,16). Buna ragmen 6 mm’den kigik ¢apa sahip greftlerdeki pihtilasma sorunu
asllamamis ve Uretilen greftlerde basari saglanamamistir. Yapilan tim bu
modifikasyonlar, 6zellikle greftlerin i¢ ylzeylerinin endotel hiicreleriyle kaplanmasi
gercek bir damar yapisina yaklasma konusunda ¢alismalarin ilerlemesine ve vaskiler
doku miihendisligiyle ilgili calismalarin agirhk kazanmasina araci olmustur.

PTFE inert bir florokarbon polimerdir. ePTFE, biyobozunur olmayan,
elektronegatif liminal ylizeyiyle pihtilasmayi engelleyen ve 7-9 mm caplarindaki

“bypass” greftlerinde basarili sonuglar veren bir malzemedir (3). Dacron vaskiler



greft sekline sokulmak suretiyle dokunmus ya da 6rtilmis birden fazla filamentin bir
araya geldigi poliester bir yapidir. 6-10 mm caplarindaki damar greftleri ile yapilan
klinik midahalelerde greft ¢capi genis oldugu icin basari saglanmistir. Buna ragmen
2-6 mm gibi disik caph damar greftleri, oklizyon ya da kan akisinin yavaslamasi
sebebiyle meydana gelen pihtilasma sorunlari sonucu kapanmaktadir (2,17);
dolayisiyla klinik uygulamalarda istenilen sonug elde edilememistir. Sonuc¢ta ePTFE
ve Dacron viicuda yabanci malzemelerdir ve kanin bu yizeylerden akmasiyla fibrin
ve pihti olusumuna neden olan bir dizi tepkime meydana gelmektedir. Bu
nedenlerden dolayi bu greftlerde pihtilasmayi engelleyecek yontemlere gidilmistir.
Bunlardan biri kullanilan balon kateterler ve koroner stentler gibi klinik cihazlarin
antiplatelet ve antikoagilant etmenlerle muamele edilmesidir. Yizey degisikliginin
temel amaci, malzemenin vyigin yapisini degistirmeden vyizeyinde degisiklik
yapmaktir. Bu da pihtilasmayr onleyen ajanlarin kovalent ya da iyonik olarak
baglanmasi ya da polimerik yapiya fiziksel olarak dagitiimasi seklinde gergeklestirilir
(17). Yapilan g¢alismalar liiminal ylizeye heparin baglanarak antitrombojenik bir
ylzeyin elde edilmesinin yaninda (18), bu yiizeylere hastadan alinan otolog EC’lerin
ekilmesiyle dogal bir antitrombojenik yiizeyin olusturulmasini da igerir (2). EC'lerin
baglanabilmesi icin Mazzucotelli ve ¢alisma grubu arjinin-glisin-aspartik asit (RGD)
peptid dizisini ePTFE greft ylzeyinde EC'leri baglayan fibronektin benzeri bir
adhezyon faktori olarak kullanirken, Sipehia ve calisma grubu da amonyak plazma
kullanmis ve ylizeye amin ve amid gruplarini iyonik bagla baglayarak hiicrelerin
ylzeyindeki asidik N-asetil noraminik asitle bu gruplar etkilestirmistir (16,19).
Burada kullanilan EC’ler ventz dolasimdaki endoteller, mezotelyal endoteller,
mikrovaskiler endoteller ve endotel progenitdr hicreleridir (20). Bu EC'lerin
baglanmasi, herhangi bir molekiille kaplanmamis yilizeye nazaran daha olumlu
sonuclar verse de bu yontemin de c¢esitli sinirlamalari mevcuttur. Biyobozunur
olmayan, yapay bir malzeme vaskiiler sistemin normal davranisinin gergeklesmesini
engeller. Damar hiicrelerinin normal kosullar altinda salgiladiklari kollajen ve elastin
gibi yapilarin sentezlenmesi engellenir. Benzer bir sekilde, boyle bir yapi, vazoaktif

bilesiklerin gosterecegi etkilerin kaybedilmesine yol agar. Vazotonun kaybedildigi



ortamlarda hicreler asiri lireyerek intimal hiperplaziye sebep olabilir (2). Sonug
olarak “bypass” ameliyatlarinda kullanilacak ideal bir biyolojik grefte olan ihtiyag

gln gectikce artmaktadir.

2.2. Vaskiiler Doku Miithendisligi

Gerek genetik olarak gerekse yasa bagh olarak gelisen damar hastaliklarinin
tedavisinde her ne kadar ilag kullanilsa da kalici bir tedavi saglanamamaktadir.
Dinyada koroner arter ve perifer vaskiler hastaliklarin tedavisinde kullanilan temel
tedavi yontemi, ”“bypass” greftlerinin kullanilmasidir. Yukarida bahsedildigi gibi
vendz damarlarin pihtilasmaya ve kapanmaya yatkin olmasi nedeniyle arterlerin
yerini tutamamasi ve arter greftlerinin de istenilen saglkta ve siklikta elde
edilememesi nedeniyle bu damarlarin yerini tutabilecek sentetik greftler
gelistirilmistir (21). Fakat 6 mm’den kiclik captaki greftler de istenilen basariyi
gosterememigstir. Kiglk c¢apa sahip damar ihtiyacinda karsilagilan bu sikintilar
sonucunda dogal yapilari olabildigince taklit eden ve daha etkili ¢oziimlerin
Uretilmesi yoluna gidilmistir.

Vaskdiler doku muhendisligi, hiicreleri ve ¢esitli doku iskeleleri yontemlerini
kullanarak gercek damarlarin islevsel 0zelliklerine sahip biyolojik yapilarin
Uretilmesidir. Genel yontem sematik olarak Sekil 2.2’de verilmistir. Bu teknik;
canlidan alinan biyopsi 6érnegindenden izole edilen hiicreler laboratuvar ortaminda
cogaltilarak, tubdler bir hiicre tasiyici matriks UGzerine ekilerek, yine bu amagla
gelistirilmis reaktor icinde ve gerekli cevresel kosullar altinda biyolojik damarlar elde
edilmesidir.

1998’de “Georgia Tech/Emory Center for Tissue Engineering of Living Tissues
(GTEC)” kuruldugunda kiicik capli damarlarin doku mihendisligi yoluyla elde
edilmesi hakkinda (¢ adet ¢ekirdek teknolojiden bahsetmistir (2). Bunlardan ilki
“hiicre teknolojisi”dir. Gergek bir damar yapisi diizgiin ve tek sira bir endotel ile
kasilabilir diz kas hiicreleri olmadan olusturulamaz. Dolayisiyla kiiglik ¢aptaki bir
damarin olusumunda bu hiicrelerin yapisi, kaynagi vs. dnemli bir rol oynayacaktir.

Bu teknolojiyi “hiicre kaynagl” ve “hiicresel islevlerin kontroli ve dizenlenmesi”



olarak iki bashga ayirmak mimkinduir. Hicre kaynagi, kullanilan hiicrelerin hangi
canlidan alindigi (otolog, allojenik, zenojenik), hicresel islevlerin kontoll ise
hicrelerin  ektraselller dogasinin ve genetiginin istenilen yo6nde nasll
degistirilebilecegini kapsar.

ikinci cekirdek teknoloji “yapi teknolojisi”dir. Bunu uygularken hiicrelerin 3
boyutlu ortamda nasil dizilecekleri, bunun sonucunda yapay bir damarin gercek bir
damara hem yapi hem islev olarak ne kadar benzeyebilecegi degerlendirilir. Fakat
yap! teknolojisi bunun da otesindeki sorulara cevap arar. Eger amag¢ Amerikan Gida
ve ila¢ Dairesi’'nden (FDA) onay almis, ticari olarak uretilebilecek bir damar elde
etmekse, bunun raf 6mr, seri tretimi vb. sorunlarin da goéz éniinde bulundurulmasi

gereken noktalardir.

Izole edilen
— hiicrelerin
kiiltirde

cogaltlmasi

Vericinin doku
drnedi

Doku iskelesi Biyoreaktir sistemi o
icerisinde in vitro kiltgr I vivo'ya transplantasyon

Sekil 2.2. Vaskiiler doku mihendisligi yaklasiminin sematik gosterimi.

Uglincli ¢ekirdek teknoloji ise in vitro’da Uretilmis yasayan hiicrelere sahip
yaplyl, hayvan ya da insan klinik calismalarinda islevsel olarak kullanabilmeyi ele alir.
Burada, sorunun boyutlari secilen canli modelinden bir digerine degisiklik gosterse
de, biyolojik cevaplar (bagisiklik sistemi cevaplari) ve biyolojik olarak dokunun

kabult en kritik sorunlari olusturmaktadir (2).
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Vaskiiler doku miihendisliginde bu uygulamalarin nasil gergeklestirilecegini
anlamak icin 6nce gercek kan damarlarinin fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin

irdelenmesinde yarar vardir.

2.3. Kan Damarlari

Kan damarlari ve kan hicreleri histolojik olarak mezodermden koken alir.
Kardiyovaskiler sistemde 5 g¢esit damar sinifi bulunmaktadir. Bu damarlar; kani
kalpten biitlin vicuda dagitmak Uzere tasiyan arterler, perifer dokulara giren ve
caplari kugulen arteriyoller, arteriyollerden daha klglik c¢aplara daralan ve
difiizyonun gerceklestigi kapillerler, buradan kanin girdigi vendller ve kani tekrar
kalbe gotlirmek Uzere veniillerin birleserek olusturduklari daha blyik capa sahip
olan venlerdir.

Kan, kalbi sol ventrikiilden ¢ikan aorta ve sag ventrikiilden c¢ikan pulmoner
arter araciligiyla terk eder. Bu damarlarin her biri ortalama 2.5 cm c¢apindadir.
Pulmoner arterden dallanan daha kiiclik captaki pulmoner arterler kani akcigerlere
tasir. Sistemik dolasimi saglayacak olan diger damarlar ise aorttan dallanarak tim
viicuda yayilir. Bu damarlar dokularin icinde arteriyollere, arteriyoller de kapillerlere
donusur. Sekil 2.3’de koroner dolagim sematik olarak gosterilmistir.

Viicudun yasamsal olaylari kapiller diizeyde gerceklesir. Bu kapillerlerin capi
tek bir eritrositin gecebilecegi kadar dardir. Oksijenin alimi ve atik maddelerin
uzaklastirilmasi gibi tim gaz ve kimyasal aktiviteler dokulardaki kapiller diflizyonu
sayesinde olur (8).

Kan damarlarinin basingtaki degisikliklere dayanikh ve doku ile organlarin
hareketi altinda esnek olmasi gerekmektedir. Bahsedilen bu damarlarin farkh
gorevleri yerine getirdikleri ve kalbe farkli mesafelerde bulunduklari géz 6niine
alindiginda bu damarlarin degisik yapilara sahip olduklari anlasilabilir. En kalin
damarlar, kalin ve sert bir bag dokusu ile diiz kas hucrelerinin olusturdugu
katmanlardan meydana gelmis arterler ve venlerdir. Damar duvarindaki diiz kas

hicre tabakasi ve bag dokusu damarin islevine gore farkl ¢aplar olustursa da en ig
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ylzeyi doseyen tek sirali endotel tabakasi, islevi ne olursa olsun bitlin damarlarda

bulunur.

Koroner arterler

Arterlyoller
Arteriyoluminal damarlar

Kaplllerler
Arteriyosinuzoidal damarlar l

Venler Thebesian venleri
l (venae cordis minimae)

Koroner sinus veya 6n
kardlyak venler

Kalp bosluklarl

Sekil 2.3. Koroner dolasim (22).

2.3.1. Kan Damarlarinin Anatomisi

Fonksiyonel anatomi agisindan kan damarlarini endotel ve damar diiz kas
hiicreleri olarak iki tip hiicre olusturur. Damarin i¢ ylizeyini olusturan endotel
hicrelerinin  meydana getirdigi tek sirali tabaka “endotelyum” adini alr.
Organizmayi olusturan hicrelerin solunumu, beslenmesi ve metabolit ihtiyaglarini
karsilayan kan damarlarinin kimyasal ve fiziksel uyaranlara vermis olduklari cevap,
damarin tonusu ve gegcirgenligi degistirilerek saglanir (23).

Hem arterler hem venler li¢c tabakadan meydana gelmektedir. Bunlar; tunika

intima, tunika media, tunika eksterna olarak adlandirilirlar.
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2.3.1.1. Tunika intima (i¢ tabaka)

Damarin en icte bulunan ve tek sira halinde dizilmis endotelyum adini alan
epitel doku, endotelyumun Uzerine oturdugu bazal lamina ve konumlandigi bag
dokusuyla beraber olusturdugu tabakadir. Bu tabaka arterlerde elastik fiberlerden
olusan gbrece daha kalin olan ve internal elastik membran adi verilen elastik bir
tabakayla tunika media’ya baglanir (9).

Endotel hiicreleri, viicutta bulunan bitin damarlarin i¢ ylzeyini kaplar ve
kan akisini kontrol eder. Bir embriyo incelendiginde arterlerin ve venlerin sadece
endotel ve bazal lamina igeren hiicrelerin olusturdugu kiiglik damarlardan gelistigi
gorilmustlr. Perisitler, bag dokusu ve diiz kas hiicreleri, endotel hiicrelerinden
gelen sinyallere (6zellikle platelet kaynakh blyime faktori beta, PDGF-B) gore
olusuma dabhil olurlar. Bu sinyalin yoklugunda perisit eksikligi ve buna bagl olarak
mikroanevrizmalar gelisir. Bu durum da perisitler ve endotel hicreleri arasindaki
karsilikli etkilesimin 6nemini vurgular (24). Damar olgunlastiktan sonra endotel
hiicrelerinden gelen sinyallerle damarin islevi ve yapisi diizenlenmeye baslanir. Bu
hicrelerin  ylzeylerinde kan akimindan kaynaklanan surtinmeyi algilayan
mikroalmaclar bulunur. Bu bilgilerin cevre hiicrelere iletilmesiyle kan akimina gore
damarin gap ve kalinlklari uyarlanir, diiz kas hticrelerinin kasilmasi ve genislemesi

icin cesitli molekiller salgilanir (24).

2.3.1.2. Tunika media (orta tabaka)

Orta tabaka, siki diiz kas dokusu ve gevsek bag dokusundan meydana
gelmistir. Kollajen fiberleri orta tabakayi i¢c ve dis tabakaya baglar. Dis tabakadan
“eksternal elastik membran” adi verilen ince bir elastin bandiyla ayrilir. Genis
damarlarda diiz kas hiicreleri boylu boyunca uzanmistir. Damarin ¢api bu hicreler
kasildiginda daralir, gevsediginde genisler. Cesitli oranlarda elastin, retikiler fiberler
ve proteoglikanlar diiz kas hicrelerinin aralarinda konumlanmistir. Arterlerde bu
tabaka daha kalindir. Orta tabakanin ekstraselller yapisi diz kas hicreleri

tarafindan sentezlenir. Bu tabakada fibroblast hiicreleri bulunmaz (9).
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Elastin, lameller ya da aralarinda gegisler bulunan tabakalar halinde diz kas
hiicrelerinin arasina dizilmistir. Lamellerin aralarinda bulunan acikhklarla arter
duvarina difizyon kolaylasir. Bu lameller yasa ve kan basincina bagli olarak degisir.
Bir yetiskinde 40-70 lamel bulunurken; yiksek tansiyon hastalarinda bu duvar

kalinhigi ve lamel sayisinda artig gézlenir.

2.3.1.3. Tunika eksterna/adventisya (dis tabaka)

Damarin en dis kisminda bulunan ve bag dokudan olusmus bir tabakadir.
Arterlerde bu tabakada kollajen ve elastin fiberleri bulunurken venlerde elastik
fiberler ile diz kas hicrelerinden olusmustur. Bu tabaka damarin dokularla
kaynagsmasini saglayarak damari stabilize eder. Dis tabaka arterlerde gérece daha
inceyken venlerde ve venillerde daha kalindir. Genis capa sahip damarlarin
beslenmesini saglayan ayri damar sistemleri vardir, bunlara vaso vasorum
(damarlarin damari) adi verilir. Bunun yaninda bu tabakada nevri vascularis adi
verilen otonom sinir aglari vardir. Bu aglar diiz kas hiicrelerinin kasilmasinda
elektriksel uyaranlarin iletimini saglar (9).

Bu tabakalar damarlarin basing ve hacim degisikliklerinde damara
dayaniklihk saglar. Diiz kas hicrelerinin kasildigi ve damar limeninin daralmasiyla
sonuclanan durumda sistemik kan basinci artar (vazokonstruksiyon). Bu hicreler

gevsediginde damar limeni genisler ve sistemik kan basinci azalir (vazodilasyon).

2.3.1.4. Arterler

Elastik bir yapiya sahip olmalari nedeniyle arterler kan basincindaki
degisikliklere daha iyi cevap verebilirler. Orta tabakadaki diz kaslarin ilgili
biyokimyasallara cevap vererek kasilmasi ve gevsemesiyle kan kalpten yiksek
basingla alinir ve diger damar araciligiyla dokulara iletilir. Arterler; elastik arterler,

muskuler arterler ve arterioller olmak lizere kendi aralarinda tge ayrilir.
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Elastik arterler

Caplari 2.5 cm’ye kadar ulasan, yiliksek hacimdeki kani tasiyan ve orta
tabakalarinda ¢ok sayida elastik fiber bulunduran blylk damarlardir. Aorta,
pulmoner arter ve iliak arterler en bilinen 6rneklerdendir. Bu damarlar kani kalpten
sistemik ve pulmoner dolasima iletirler. Kalpten yiksek basingla alinan kani
tasiyabilmek icin damar duvarlari ve limen caplari diger damarlarla kiyaslandiginda
oldukca genistir ve elastin fiberleri agisindan zengindir. Bir damarin elastik olmasi,
kan basincinda meydana gelen ani degisikliklerin dengelenmesini saglar. Boylelikle

kan akisi arteriollere kesintisiz olarak ulasir.

Miyelinsiz sinir  p1akrofaj Fibroblast Kan daman  Mivelinli sinir
\
Illu
1
11
|
|
|
Dig tabaka
| . hicreleri
Ortatabaka f
| Elastik
- lameller
P Retikiiler ve
Yy Kkollajen fibriller
ic tabaka Jr | ! A\ : |
aias | ||‘||I R e _{Fndntglhucreler

Sekil 2.4. Elastik arter (9).

Miuskuler arterler

Elastik ve genis capa sahip miskiler arterler arasinda keskin bir farktan
sozetmek zordur. Bazi damarlar iki yapiya da benzer 6zelliklere sahip olabilir. Genel
olarak, kani iskelet kaslari ve i¢ organlara tasiyan, orta tabakada elastik fiberlerden
ziyade diz kas tabakasini barindiran ve internal elastik membranin daha belirgin
oldugu orta boydaki arterler mduskiler arterlerdir. Bu damarlarda temel

ekstraselller matriks elemani da kollajendir.
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Muskuler arterlerin gaplari 0.1-10 mm arasinda degisir. Koldaki brakiyal
arterler ve karindaki mezenterik arterler 6rnek olarak verilebilir. Bu tipteki arterler
basing noktalarinda ve gerektiginde kan akisini durdurmak (kanamayi kontrol altina

almak) icin 6nem tasimaktadirlar. Damar kalinligi yasla beraber artar (9).

Fibroblasl kollajen desteleri  Elastik fiberler  Miyelinsiz sinir Kan daman

Dllg elastik

Dig tabaka Zar

1 Kollajen
fiberier

WDz kas
htcreler
N elastik zar

Sekil 2.5. Miskuler arter (9).

Arterioller

ic caplari 10-100 um olan arteriollerin dis tabakalari yok gibidir; orta
tabakalari da gorece daha bulyilk c¢apta olanlarda 1-2 sira diiz kas hicre
tabakasindan meydana gelmistir. Daha kiiclik captakilerinde ise diz kaslar bir
tabaka olusturmadan bulunmaktadir. Endotel hiicreleri diger damarlarda oldugu
gibidir, yalniz ekstraselliler matriks miktarlari daha dusiik olabilir. Bu damarlar kilcal
yataklarla iliski halindedirler. Diiz kas hiicrelerinin kasilmasi ile kilcallara giden kan
miktari azalir ya da oksijen ihtiyaci arttiginda bu damarlar gevser, caplari artar ve

kan akisi saglanir.



16

Sekil 2.6. Elastik ve muskuler atar damarlarin kesitleri (a, b). Elastik atar damarlarda
elastin ve kollajen fiberlerinin varhgi belirgindir (9).

Sekil 2.7 a) Bir arterioliin ¢apraz kesitinin elektron mikrografi. Oklarla gosterislen
yerler endotel hiicrelerinin baglanti yerleridir. F: Fibroblast, SM: Diz kas hiicreleri,
x6000. B) Dermisteki bir arteriol ve venilin fotomikrografi. Oklarla gosterilen
uzamis hiicre c¢ekirdekleri endotellere, daha blylk bliyitmede gosterilen
cekirdekleri ise diiz kas hiicrelerine aittir x320, x600 (9).
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2.3.1.5. Kapillerler

Daha once de bahsedildigi gibi kapillerler viicudun yasamsal olaylarinin (yani
gazlarin, metabolitlerin ve atik maddelerin) tasinmasinin saglandigi damarlardir. Tek
sirali endotel hicrelerden ve bu hicrelerin bazal laminalarindan ibaret bir yapiya
sahiplerdir. Orta ve dis tabakalari yoktur. Endotel hiicrelerinden ibaret ¢eperlerinin
disinda 0.025 mm kalinliginda bir bazal membran bulunur (22). Caplari ortalama
neredeyse bir eritrositin boyutu kadar; yaklasik 8 um’dir. Eritrositler kendilerini
katlamak suretiyle bu kilcallarin icinde vyolculuk edebilir. Eritrositler IGmeni
doldurarak metabolitlerin ve gazlarin dis dokuyla olan diflizyonunu bir dlglde
sinirlar. Endoteller bulunduklari dokuya gore farkh yapilarda olabilir (25). Kapillerler
de buna gore stirekli, pencereli ve sinlizoidal kapillerler olmak lzere gruplandirilir.
Surekli kapillerlerde endotel hiicreleri ¢ok siki bir yapidadir ve madde alisverisi ¢cok
secici olarak diflizyonla gerceklesir. Pencereli kapillerlerde endoteller arasinda
acikhiklar bulunur. Bu agikliklardan doku arasi siviya su ve peptid molekiilleri gibi
besin maddelerinin alisverisi saglanir. Sintzoidlerde bu acikliklar eritrositlerin bile

gecebilecegi kadar artar (22).

DEVAMLI

Yiuksek

PENCERELI (FENESTRASYONLU)

Kapal Acik
%ﬂ 5%._____' AP~

KESINTILI Dalak
Karaciger, kemik
:%)\ iligi
- = i -

Sekil 2.8. Kilcallarin siniflandiriimasi (22).
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2.3.1.6. Venler

Venler doku ve organlardan kani toplayip tekrar kalbe goétiiren, kan basinci
daha disik oldugu igin duvar kalinliklari arterlere nazaran daha ince olan
damarlardir. Fakat duvarlari ince de olsa, caplari arterlerden daha genis olabilir.
Toplardamarlar da lg¢ tabakadan meydana gelmislerdir fakat bu tabakalarda atar
damarlarda oldugu gibi keskin bir sinir yoktur. Toplardamarlar da kendi aralarinda

uge ayrihr:

Kugiik gaph venler/veniiller

0.2 mm ya da daha genis venlller kapillerlerden kani alarak daha buyulk
captaki venlere iletimlerini saglarlar. Tek sirali endotel hiicreleri ve bazal
laminalarindan meydana gelmistir ve perisitlerle komsudurlar. Postkapiller
venillerin endotel hiicreleri histamin ve serotonin gibi vazoaktif ajanlarin
salgilanmasi acgisindan 6nem tasirlar. Ozellikle lenf sisteminde olmak iizere
lenfositlerin go¢ ederek ilgili dokulara tasinmasi bu sayede gergeklesir. Postkapiller
venliillerden sonra muskiler veniiller (gaplari ~ 1mm) gelir. Bu venillerin bir ya da iki

siradan olusan bir orta tabakasi ve ¢ok ince bir dis tabakasi bulunur (9).

Orta capli venler

Yaricaplar 10 mm’ye kadar c¢ikabilir. Toplardamarlarin ¢ogu bu gruptandir. Bu
damarlarda kanin geri akisini engelleyen kapakgiklar bulunur. Bu kapakgiklar kanin
akis yoniine dogrudur ve kanin o yénde akmasini saglar. i¢ tabakalarinda tek sirali
bir endotelyum, atar damarlara goére daha ince ve halkasal dizilmis diiz kas
hicrelerinden olusan bir orta tabaka ile orta tabakalarina gére daha kalin olan bir

dis tabakaya sahiplerdir (9).



L Miyelinsiz sinir

Kaollajen
fiberleri Fibroblastlar Makrofaj

Dig Tabaka

_Diiz kas
" hiicreleri

=

Bazal lamina

: ~\ N Akig
Elastik fiberler Endotel hicreleri

Sekil 2.9. Orta gapli ven (9).

Sekil 2.10. Orta ¢apli bir venin boyuna kesidi (9).
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Genis ¢capli venler

Caplari 10 mm’den genistir ve i¢c tabakalarinda da bir miktar diiz kas hiicresi
bulunmasindan dolayi i¢ ve orta tabaka arasindaki sinir keskin degildir. Halkasal diiz
kas hicrelerinin olusturdugu orta tabaka kismen daha incedir. Bu damarlarda dis
tabaka g¢ok kalindir ve bu tabakada da uzunlamasina yerlesmis diiz kas hicreleri

elastik ve kollajen fiberlerle birlikte yer alir (9).

Elastik fiberler

Miyelinsiz sinit  Fiproblastiar  Kan damarlan

- D0z kas hicre
demetleri

Dig Tabaka

Bl
: 3
G

& Orta tabaka =
5

e tabaka

Kollajen fiberleri Diiz kas hiicre
demetleri

Sekil 2.11. Genis ¢apli ven (9).

Tablo 2.1. Kan damarlarinin boyutlarinin karsilastiriimasi (10).

Cap | Duvarkalinhg | Uzunluk i¢ basing

Tip (mm) (mm) (cm) (mmHg)
Aorta 25 2 40 100
Arter 4 0.8 15 90
Arteriol 0.3 0.02 0.2 60
Kapiler 0.008 0.001 0.075 30
Veniil 0.02 0.002 0.2 20
Ven 5 0.5 15 15
Genis ven 15 0.8 20 10
Vena cava 30 1.5 40 10
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2.3.1.7. Arter ve venlerin farklar

Kesitsel olarak bakildiginda arterler ve venlerin tabakalanmalarinda bazi
farkhliklar izlenir. Bunlardan biri gogunlukla arterlerin duvar kalinlklarinin venlerden
daha kalin olmasidir. Bunu saglayan arterlerdeki orta tabakanin daha fazla diz kas
ve elastik fiber icermesidir. Bu elastik fiberler, damar kan basincina maruz kalmadigi
slirece limeni kasarlar ve kesit alindiginda arterlerin ¢aplari daha kuiglk gorinir.
Venlerde ise limen, kesit alindiginda diriligini kaybeder ve daha genis goriinir.
Arterlerdeki endotelyum kasilmadigi icin arter kasilinca endotelyum kivrimli bir
goriinim alir. Venlerde ise bu sekilde bir goriinim gozlenmez. Arterler daha
direnglidir. Venlerin aksine Uzerlerine bir baski uygulandiginda elastikiyet gosterir ve
bu baski kalktiginda eski sekline doner ve silindirik yapisini kaybetmez. Venlerde
arterlerden farkli olarak kapillerden gelen kanin geri akmasini engellemek igin

kapakgik benzeri yapilar bulunur.

Dis tabaka Dis tabaka
= Orta jm—T,
d 7 tabaka Orta
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1) B i1
4 T Th Dng elastik zar
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Y ‘7\.\ 1 i
h ;\ e =N .
R NS, Ty I?I:ast'lk H
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Sekil 2.12. Atar ve toplar damarlarin karsilastiriimasi (8).

2.3.1.8. Endotelyum ve damarlanma

Endotelyum, 2.3.1.1. bolimiinde de belirtildigi Gzere kan damarlarinin ig
ylzeyini doseyen tek sirali ve poligonal morfolojideki hiicre tabakasidir. Genellikle

duragan evrede bulunan bu tabaka endometriyum ve “corpus luteum” gibi
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dokularda dizenli bir dongi iginde ve =zarar goren dokunun iyilestirilmesi
(rejenerasyon) icin proliferatif evreye gecer (26). Endotel hiicreleri sadece dokuyu
yenilemekle kalmaz, ayni zamanda yeni kan damarlarinin olusumunu da saglar.
Eriskinlerde yeni damarlarin olusumu, varolan kiiciik damarlardan filizlenen kilcal
damarlardan koken alir ve bu damarlanma, damarlanmaya 6zgil sinyallere yanit
olarak gerceklesir. Endoteller damarlarin kenarindan uzun yalanci ayaklar uzatip
blyuyerek bir tlip seklinde kilcal damar olusmasina 6ncilik eder. Bu uzanti baska
bir kilcalla birleserek arada kan akimi saglanir. Arter ve ven hiicrelerinin ylizeyinde
farkli proteinlerin bulunmasi sebebiyle gdnderilen uygun sinyale gére damar agi
olusturulur (24).

Hem normal gelisim hem de doku onariminda yeni kilcal dallanmalarin
gerceklestirilebilmesi endotellerin PDGF ve vaskiler endotel biiyime faktori (VEGF)
uyaranlarina verdigi tepkilerle saglanir. Bunun yaninda dokularda oksijen ihtiyaci
duyuldugu zaman hipoksi ile uyarilan faktér 1 (HIF-1) adh bir proteinin hiicre igi
derisiminde artis gostermesi VEGF'nin salgilanmasini tetikler, boylece dokunun
icinden disariya difiizlenir ve yakindaki endotel Gizerine etki eder. Bunun sonunda da
endoteller ilgili sinyale dogru giderek ve sayilarini arttirarak yeni kilcallari olusturur.
HIF-1 derisimi, oksijen ihtiyaci giderilince azalir ve VEGF uretimi durdurularak

damarlanma son bulur (24).

2.3.1.9. Endotelyum ve biyokimyasal diizenlemeler

Endotel hicreleri 10-15 um genisliginde ve 20-25 pum uzunlugundadir.
Normal bir hiicrede bulunan organellerin yaninda “Weibel-Palade Body” adi verilen
0zgll organeller bulunur. Bir zarin iginde bulunan tibdullerden olusmus bu yapi von
Willebrand faktoriiniin salgilandigi yerdir (27). Damarin i¢ yizeyinde Uzerindeki
mikrokivrimlar sayesinde cok genis bir alan kapladigi icin hem plazmayla hem de
kilcallarda oldugu gibi pek ¢ok farkh dokuyla etkili bir sekilde iliski halindedir (27).
Endotel hiicrelerinin meydana getirdigi dokunun gaz gecirgenligi cok yliksekken sivi

gecirgenligi daha azdir. Solunum gazlari, su, glukoz, yag asitleri, aminoasitler
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arterlerin endotellerinden gegerken, makromolekiiller hicrelerarasi tasiyic
vezikillerle tasinirlar (23).

Endotel hiicrelerinde de aktin ve miyozin filamentleri bulunsa da kasiima
yoninden ¢ok glgli  hicreler degillerdir.  Fakat hiicresel  gecisin
(permeabilizasyonun) saglanmasi, kanin stres yaratan etkisine karsi konulmasi ve
damar yapiminda (anijiyogenez) hiicrelerin géclnin saglanmasi agisindan 6nem
tasimaktadirlar (27).

Endotel hicreleri, genel 06zelliklerinin disinda bulunduklari yere goére
Ozellesmis bazi gorevlere sahip olabilirler. Bunu saglayan ozelliklerin basinda
hiicrelerin birbiriyle farkh baglantilar kurmasi gelir. Birbirleriyle kurmus olduklari bu
baglantilar siki baglanti birimleri (tight junctions) ve aralikli baglanti birimleri (gap
junctions) olarak adlandirilir. Siki baglantilar gegirgenlik kontrolliniin saglanmasinda
onemliyken, aralikli baglanti birimleri sayesinde de hiicreler arasi etkilesimler
gerceklesir (23). Beyin endotelleri siki baglantilara sahip daha secici bir
endotelyumla damar endotelyumlardan ayrildigi gibi, damar endotelyumu da
venlillerde daha gevsek, arteriyollerde de gorece daha siki baglantilar icermesi
bakimindan birbirinden ayri 6zelliklere sahip olabilir. Bu hiicreler kan akisinin
stresine dogrudan maruz kaldiklari icin Gzerlerinde yer aldiklari diiz kas hicrelerinin
bu akima tepki vermelerini saglamak amaciyla 6nemli molekdller salgilarlar (27).
Endotel hiicrelerinin islevlerini asagidaki gibi siralamak mimkandir:

- Kan akisinda pihtilasmanin engellendigi bir ylizey olusturmak,

- Pihtilasmanin  (koagilasyonun)  dizenlenmesi  (fibrin  olusumu,

fibrinolisizin gerceklesmesi),

- T-lenfositlerine antijenlerin tanitilmasi,

- Kemotaktik olarak sitokinlerin salimi,

- Lokositlerin timor hicrelerine génderilmesi,

- Duz kas ve perisitlerin gogalmasinin kontrol altinda tutulmasi ve blyiime

faktorlerinin salgilanmasi,

- Vaskiiler tonusun ayarlanmasi,

- Patojenlere karsi koruma,
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- Yeni kan damarlarinin yapiminda goérev almalari,

- Enzimatik aktiviteler,

- Mikrodolasimda perfiizyonun ve gegirgenligin diizenlenmesi,

- Otakoidlerin salgilanmasi ve bunlara cevap olusturulmasi,

- Plazmadan hicrelerarasi bosluga makromolekillerin aliniminda 6zel zar

reseptorleri, vezikiller ve porlar kullaniimasi.

\o4
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Endotel hicreleri __— ¢
i

Badglanti
birimleri i/

== Bazal lamina

Endotel hilcrelerin stoplazmasi

Endotel hiicrelerin cekirdekleri

Sekil 2.13. Endotelyumun sekilsel ve elektron mikrograf gorinimi (9).

Prokoagiilanlar

Endotel

hicrelerinin en o6nemli gorevlerinden biri

cesitli

salgilayarak kan hicrelerinin damar duvarina yapismasini ve pihti olusturmasini

engellemektir.

Bu molekillerden biri kuvvetli bir trombosit antiagregani ve

vazodilatori olan prostasiklin (PGI,)’dir. Histamin, bradikinin, HDL, tripsin, trombin,

hipoksi ve anjiyotensin II’'nin salgilanmasini uyaran prostasiklinler, trombositlerin

zarindaki reseptorlere baglanarak adenilat siklazi uyarir ve trombositler cAMP

seviyesini ylkseltir. Bunun sonucunda pihti (trombus) olusumu engellenir (23).

molekulleri
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Tablo 2.2. Endotel hiicrelerden sentezlenen ve salgilanan biyoaktif molekiiller (23)

VAZOAKTIF PROTEINLER BUYUME FAKTORLERI VE
SITOKINLER

e Endotel kaynakli gevsetici e Platelet kaynakh biylime

faktor [(EDRF (NO)] faktorii (PDGF)
e Endotelin e Granllosit-makrofaj koloni
e Prostasiklin (PGly) stimule edici faktor

e Platelet aktive edici faktor
(PAF)

e Interlokin 1, 6, 8.
e Trombosit blylime faktori

(TGF)
PROKOAGULANLAR ANTITROMBOTIK VE
ANTIKOAGULAN FAKTORLER
e Plazminojen aktivator o Doku plasminojen aktivatori
inhibitéri (PAI, PAl,, PAl; ve (t-PA)
Proteaz neksin) e Trombomodulin
e Fibronektin e Protein-S
e FIX baglayici protein e EDRF(NO)
e FVve FXIl aktivatoru e Ekstrinsik sistem inhibitori
(TTPAI)
e Antitrombin llI
e PGI-2

Her dokuda oldugu gibi, endotelyum da imminolojik, oksidatif ve mekanik
nedenlerle meydana gelen stresten dolayl kolayca zarar gorebilir (28). Endotel
hiicrelerinin siki ve diizglin yapisi bozulup hiicreler yer yer dokilmeye baslarsa ¢ok
sayidaki vaskiler cevabin biyokimyasal diizenlenmesinde bozukluklar goérulir (1).
Ornegin nontrombojenik yiizeyin hasar gorerek ortadan kalkmasi, subendoteldeki
kollajen liflerin faktor XIl'yi aktive etmesi ve faktor XI'in aktif trombosit ylizeyinde
aktive olmasiyla pihtilasma baslar. Endotel hiicrelerinin ylzeyinde bulunan
heparin/heparan silfat tabakasi, antitrombin III’Un kofaktoéridir. Ayrica hiicre
ylzeylerinde plazminojen ve tPA baglayan bolgeleri vardir, boylelikle plazminojen
plazmine gevrilir ve plazminin dolagimdaki plazminojen inhibitérlerinden kurtularak

etkilerinin lokal olmasini saglarlar (23).
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Vazoaktif proteinler

1980’li yillarda, damarlarda gevsemeyi saglayan ve endotel kaynakl gevseme
faktora (EDGF) adi verilen bir molekil kesfedilmistir (23). Bazi kaynaklarda sadece
nitrik oksit (NO) olarak da verilen bu molekilin aslinda NO ve ilgili bilesikleri icerdigi
bilinmektedir. NO, bunlardan en 6nemlisidir.

Damari gevsetici faktorlerin varligi damarin kasilmasini saglayan faktorlerin
olabilecegi sorusunu dogurmus ve 1988’de vazokonstriiktoér bir molekiil olan
endotelin (ET) kesfedilmistir (29). insanda bilinen 3 cesit endotelin molekili
bulunmaktadir (ET-1, ET-2, ET-3). ET-1, endotel hicreleri tarafindan siirtinme
gerimi, pithti ve TGF-B gibi sitokinlere yanit olarak salinmakta ve hipertansiyon ve
damar hasariyla ilgili durumlarda dolasimdaki diizeyleri artmaktadir (30). ET’ler en
glcli ve etkisi en uzun siren vazokonstriktorlerdir. Damar diiz kas hicreleri
Uzerinde mitojenik 6zellige sahiplerdir (23).

Prostasiklin (PGl,) bir prostaglandin molekulidir. Damar diz kas hicreleri
icin vazodilator gorevini goriir ve olusmus pihtilarin endotel ylizeyine tutunmalarini
engeller. Hicreler igindeki cAMP miktarini arttirarak trombosit kiimelerini inhibe
eder (23).

Kan damarlari 1s1, gerim, basing gibi fiziksel ve hormon, nérotransmitter gibi
kimyasal uyaranlara karsi tonuslarini ve gecirgenliklerini ayarlarlar ve bu sekilde
beslenme, solunum ve metabolik gereksinimlerini diizenlerler (30).

Endotel hiicreleri, PGl,, NO ve tPA gibi antitrombotik ve fibrinolitik gesitli
faktorler salgilayarak pihti olusumunu engellerler (26). Ayrica endotel ve diz kas
hicreleri arasinda elektrik yiklerinin, metabolitlerin ve PGl,, anjiyotesin ve ET gibi
molekillerin gecislerini saglayan baglantilar vardir, bu nedenle endotel ve diiz kas
hicreleri stirekli bir iliski halindedirler (31). Bu hiicrelerin islevini bozan etmenler;
NO sentezinin azalmasi, dolasan disik yogunluktaki lipoproteinlerin (LDL) o
bolgedeki oksidasyonu ve bunlarin damar duvarina giris yapmasi olarak

tanimlanabilir (32).
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Sekil 2.14. Bir endotel hiicresinin ¢oklu islevlerini gdsteren sematik bir ¢izim. NO:
Nitrik oksit, PGl :Prostasiklin, EDHF:Endotel kaynakli hiperpolarize edici faktor, ACE:
Anjiyotensin | donlsturici enzim, vVWF:von Willebrand faktor (27).

Vaskiiler endotelyum ise damarin uzun ekseni boyunca bir bazal lamina
Uzerine tek sira halinde yer alir. Endotel hiicrelerinin in vitro’da c¢alisilarak
damarlardaki patofizyolojik olaylarin ¢éziilmesi igin ¢ok sayida arastirma yapilmistir.
Bu ¢alismalar her ne kadar bizlere pek ¢ok faydali bilgi saglamis olsa da in vivo’daki
durumunlarindan farkh bazi kosullarda olduklarini da géz 6niinde bulundurmak
gerekir. Ornegin in vivo’da bulunan kan akisi, cesitli biyokimyasal sinyaller gibi bazi
karakteristiklere maruz kalmayan endoteller 6zgil bazi 6zelliklerini yitirebilirler ve in
vitro’da, in vivo’da oldugundan daha fazla biylime orani gosterirler. Bunun yaninda
endotellerin ¢alisiimasinin ilging sonuglari da olmustur. Furchgott, Ignarro ve Murad
1998 vyilinda endotellerden salgilanan NO’nun kardiyovaskiiler sistemde -etkili
oldugunu kesfetmeleri nedeniyle 1998 yilinda fizyoloji ve tip alaninda Nobel 6dila
kazanmislardir (33). Endotelyumdan salgilanan ve gevsemeyi saglayan NO’un
bulunmasindan sonra bu hiicrelerin kasilmayi da etkileyen faktorlere sahip oldugu
anlasilmistir. Bu faktorler endotelin (ET-1), tromboksan A, ve prostaglandin H, gibi
vazokonstriktor molekillerdir (28). ET-1'in salgilanma miktari ¢oksa kasilmayi

sagladigl kesfedilmistir (34). Endotel hiicrelerinin kaybi plateletlerin ve beyaz kan
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hiicrelerinin kaybina, zaman icinde de intimal hiperplaziye yol acar. Bu
gozlemlerden yola cikilarak endotelyumun vaskiler yapiyr diizende tuttugu ve diiz
kas hiicrelerinin asiri gogalmasini engelledigi yorumlanabilir ¢linkli vaskiler yapi asil
olarak diz kas hicrelerinin bliyimesiyle iliskilidir. Endotel hicreleri bu sireci
dogrudan ya da dolayl olarak etkilerler (28). Endotel hiicreleri PGl, ve NO
salgilayarak platelet adhezyonunu engellerler. Eger endotelyum bir sekilde hasara
ugrar ya da cikarilirsa plateletler yizeye yapisir ve salgilanan PDGF nedeniyle diiz
kas hicreleri sayica artmaya ve go¢ etmeye baslarlar (35). Bu bilgiler 1s1ginda in
vitro’da (retilecek bir vaskiler damar icin iyi bir endotelyumun olusturulmasi,
greftin fonksiyonelligi icin gerekli olan temel sartlardan birisidir.

insan arter endotel hiicrelerinden saflastirilan ekstraseliiler proteoglikanlarin
insan VSMC'lerinin proliferasyonu Uzerinde etkili olup olmadigiyla ilgili yapilan bir
calismada perlekan, bazal membran HS, CS’in VSMC'lerin proliferasyonunu
engellemedigi gosterilmistir. Buna gore EC’lerin SMC’lerin proliferasyonu Uzerindeki
etkisinin dogrudan ve liremeyi engelleyici bir molekil salgilayarak olmadigI fakat
intimal hiperplaziyi plazmada aktive edici faktérlerden bir bariyer saglayarak dolayh
yoldan engelledigi yoniindeki bir hipotez de 6ne sirilmistiir (36). Fakat sadece
kokultir ortami olusturmanin gergek bir damarin fizyolojisini taklit etmedigi, bu
nedenle dinamik bir sistem igerisinde damar yapisina dair daha verimli bilgiler

edinilebilecegi goz 6niinde bulundurulmalidir.

2.4. Vaskiiler Doku Mihendisligindeki Gelismeler

Giris ve 2. bolimde bahsedildigi gibi, cerrahi uygulamalarin ve sentetik
greftlerin yetersiz kaldigi durumlara alternatif olarak Uretilen vaskiler greftlerin
biyolojik ve dogal 6zelliklerde iiretilmesi kaginilmaz olmustur. interdisipliner bir alan
olan doku mihendisliginde vaskiiler doku mihendisligi cok o6nemli bir yer
tutmaktadir.

ideal bir vaskiiler gretin tek sira endotel hiicrelerden, iyi differensiye olmus
diiz kas hiicrelerine sahip, sistematik ve kan basincina ve sutiir gerilmesine dayanikli

olmasi, inflamatuar, toksik, karsinojenik ve immunojenik etki gostermeyen bir
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yapida olmasi gerekmektedir. Bunun yaninda iyilesme ve anjiyogenesize uygun
porozitede ve pihti olusumuna dayanikli olmasi, endotelyumun gerekli salgilari
yapan ve segici gegirgen ozellikte olmasi, greftin uygun elastikiyette ve dayaniklikta
olmasi ile istenilen uzunlukta ve capta en uygun siirede elde edilebilir olmasi
beklenen 6zelliklerdir (21).

Klasik doku muhendisligi yontemi, bolim 2.2’de bahsedilen c¢ekirdek
teknolojiler kapsaminda da disinildiglinde, hiicre kaynaklari, doku iskeleleri,
biyoreaktér ve cevresel sartlar anahtar kelimelerdir. istenilen greftin elde

edilmesinde bu parametrelerin etkisi sézkonusudur.

2.4.1. Hiicre Kaynaklari

limmun reaksiyon géstermemek adina hastalarin kendisinden alinan otolog
hiicreler her ne kadar en uygun kaynak gibi goriinse de daha 6nceki bélimlerde
bahsedildigi Uzere hastalarin saghkli damar sikintisi bu yéntemin en blylk
dezavantajidir. Allojenik ya da zenojenik hicre kaynaklari disinildiginde ise
immun cevaplar konusunda sikintilarla karsilasmak mimkindir. Son vyillarda
ozellikle kdk ve endotel progenitor hicrelerinin elde edilmesi ve vaskiler doku
olusumu icin kaynak olarak kullanimi (zerinde durulmaktadir. Bu baglamda
damarlardan izole edilen otolog endotel ve diiz kas hiicrelerinin yaninda endotel
progenitor hiicreleri, kok hiicreleri, kemik iligi hiicreleri, gébek kordonu hiicreleri,
peritoneal hicreler de hiicre kaynagi olarak kullanilmaktadir (21). Bir sonraki
bolimde (2.4.2) literatlrdeki temel calismalar sunulurken hicre kaynaklari ve

kullanimlariyla ilgili daha ayrintili bilgiler verilecektir.

2.4.2. Doku iskeleleri

Doku iskelelerinin organizasyonu hiicrelerin biyime ve farklilagmasina yén
verir. Bu yapilarin dogal ortami taklit edebilmesi ve hiicrelerin molekiler dizeyde
iletisim kurarak ilgili proteinleri salgilamasi ve g¢evre ortamlarini olusturmasini

saglamasi gerekmektedir. Bu alandan ilk kullanilan doku iskelesi kollajen temellidir.
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Bunun vyaninda hiicrelerinden arindiriimis ve kendiliginden dizenlenen doku
iskeleleri de kullanilmistir (6,37). Eger iskele olarak bir polimer kullanilacaksa,
bozunma Urinlerinin toksik olmadigi biyobozunur doku isklelerinin kullanimi
idealdir.

Vaskiller doku miuhendisligindeki gelismeler asagida doku iskeleleri

yontemlerinin gelisimi temel alinarak verilecektir.

2.4.2.1. Kollajen temelli vaskiiler greftler

Geligtirilen ilk yapay damar modeli, 1986’da Weinberg ve Bell tarafindan
kollajen temelli bir doku iskelesi modeliyle elde edilmistir (38). Orta tabaka hticreleri
olarak sigir SMC’lerin, dis tabaka hicreleri olarak fibroblastlarin olusturdugu bu
yapinin limenine daha sonra EC’ler ekilmis ve (¢ tabakali bir damar modeli
saglanmistir. Bu hucreler kollajen bir jel igerisinde konumlandiriimis ve kollar
Dacron’la desteklendirilmistir. Endotel hiicrelerinin ekildikten ve gelistikten sonra
prostasiklin ve von Willbrand foktori salgiladigl, bu nedenle fiziksel olarak islevsel
durumda oldugu gozlenmistir. Fakat elastinin yeterli miktarda elde edilememesi
nedeniyle istenen dayanikhlikta bir damar olmadigi goriilmustiir. Dacron destegine
sahip olmayan damarlarda 10 mmHg’nin altinda patlama basinci gbzlenmistir. (38).

L'Heureux ve ekibi bu tipteki kollajen jel yapiyi bir mil etrafina sararak insan
gobek kordonu hiicrelerini ekmislerdir. Bu model, daha 6ncekilere gore daha
dayanikli olduguna dair sonuglar verse de, 120 mmHg’den az olan kopma basinciyla
yeterli dayanikliiga ulasamamistir. Bu gibi yapilarda, orta tabakadaki hiicrelerin ve
elastin ve kollajen gibi proteinlerin dizenlenisi de vazoaktivite ve mekanik
dayaniklilk agisindan oldukc¢a biylk 6nem tasimaktadir. Boylelikle L'Heureux ve
ekibi, kullandiklari mil yapisiyla bu dizenlenmeyi arttirdiklarini tespit etmislerdir
(39).

Girton ve ekibi kollajen jel yapilarin, besiyerlerindeki glikoz ve riboz
sekerlerinin miktarlarini arttirarak, kollajen matriksinin glikasyonunu saglamislardir.
Boylece 1 mm kalinhginda ve 3 mm capinda elde edilen damar yapisinin kopma

basinci 225 mmHg olarak olgilmustiir (40-41).
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Nerem ve ekibi, kollajen yapilara halkasal basing uygulayarak bu yapilarin
dayaniklikliklarini arttirici yonde calismalar yapmistir. Sican aortundan elde edilen
SMC’lerin ekili oldugu yapilar, 8 glin boyunca halkasal basinca maruz birakilmis ve
142 kPa’lik katsayiyla 58 kPa’lik bir gerilim degeri vermislerdir. Bu rakamlar, basing
uygulanmayan yapilarda 68 kPa ve 16 kPa seklindedir (42). Bu arastiricilar, matriks
diizenlemesinin matriks metalloproteinaz (MMP) enzimleri sayesinde oldugu
konusunda veriler elde etmislerdir. Mekanik olarak stimiile edilmis bu yapilardaki
MMP-2 enziminin miktarinda artis gozlenmistir (2).

Fakat tim bu g¢ahsmalar, kollajen temelli yapilarin 225 mmHg’lik basinci
asamamasi nedeniyle gercek bir damarin yerini almasindan ¢ok uzaktir. Bu nedenle
daha sonraki calismalarda bu yapilarin gercek damar glicinde olmasina yonelik
deneyler yapilmistir. Berglund ve ekibinin gergeklestirdigi bir deneyde destekleyici
kollar kollajen tip I'in daha dayanikli bir yapi olusturmasi icin gluteraldehit, UV ve
dehidrotermal islemlerle ¢apraz baglanmasi ile olusturulmus, bu yapiya da hicre
iceren bir kollajen tabakasi eklenmistir. “Construct Sleeve Hybrid” adi verilen bu
yapinin, c¢apraz baglanmamis yapilarla karsilastirildiginda daha ylksek patlama
basincina sahip oldugu gozlenmistir (650 mmHg) (43).

ilerleyen zamanlarda kollajenle yapilan bir baska ¢alismada HUVEC ve 10T1/2
mezensimal éncu hicreleri fibronektin-tip 1 kollajen jel Gzerine ekmisler ve 10T1/2
hiicreleri HUVEC'lerle etkilestiginde mural hicrelere dénidsmislerdir. Sadece
HUVEC'lerin ekildigi yapilar, 10T1/2 hucreleriyle ekilen yapilardan daha az islevsel
(kasilma ve stabilite) oldugu gorulmustir. Bu nedenle 10T1/2 hiicrelerinin yasam
suresini ve stabiliteyi arttirdigi ifade edilirken, yetiskinlerdeki progenitor hicrelerin
iyi bir otolog hiicre kaynagi olabilecegi 6nerilmistir (44). Buradan acikc¢a anlasilacagi

Uzere, calisilan hicre tipleri de en az Uretilen doku iskelesi kadar 6nemlidir.

2.4.2.2. Kendiliginden diizenlenmis (self-assembly) vaskiiler greftler

Gercek damara yakin vaskiler greftlerin gelistiriimesinde yeni yontemler
onerilmistir. Bunlardan biri kendiliginden hiicre dizenlenmesidir (cell self-

assembly). Bu model, insan vaskiler hiicrelerinin ¢ogalarak canh bir yapraksi yapi ve
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ECM olusturmasi ile elde edilir (45). Burada yine bir mil tGzerine sarilan SMC katmani
orta tabakay! olustururken, fibroblast katmani da dis tabakay! olusturur. 8 hafta
boyunca salgilanan ECM ve fibroblastlarin salgiladigi dayanikhlik saglayan proteinler
sayesinde bu gibi yapilar 2000 mmHg’den daha yiksek bir kopma basincina sahip
olmuslardir. EC’ler daha sonra olusan yapinin i¢ ylzeyine ekilir. Bu model otolog
hiicrelerin tamamen kendi salgiladigi proteinlerden meydana geldigi i¢in olumsuz bir
immun cevap riskini de ortadan kaldirmakla birlikte arteriyal implantasyona uygun
bir mekanik glic gostermektedir. Fakat in vitro’da mekanik dayanikhligin dis
tabakadaki proteinler tarafindan saglandigi, in vivo’daki damarlarda ise bunu orta
tabakanin bitlnliginin sagladigi distndlirse, vicut icinde gercekten bu saglamligi
gosterip gostermeyecegi konusunda slipheler dogmustur. Ayrica bu ydntemin
zaman almasi (5 haftalik kdltir siresi ve implantasyondan o6nce 8 haftalik
olgunlasma siresi) olumsuz bir baska etkenken, bu sirenin dinamik kosullar altinda
kisaltilabilecegi konusunda fikirler 6ne strtlmastir (2).

Hiicrelerin kendiliginden bir damar yapisi olusturmasini saglamak amaciyla
canli viicudunun biyoreaktor olarak kullanildigi 6nemli calismada ise Campbell ve
ekibi, tavsanlarin ve sicanlarin peritoneal kaviteleri icerisine ¢esitli caplardaki silastik
tupleri yerlestirmisler ve iki hafta sonunda bu tipleri ¢ikarmislardir. Bu tiplerin
varhginda viicut igerisinde gelisen enfeksiyon tlplerin  oldugu alana
miyofibroblastlarin ve Gzerlerine mezotel hiicrelerin yayillmasina sebep olmustur.
Tapler gikarilirken ters donen bu hiicre yigini icte mezotel hiicrelerinin (endotelyum)
ve dista miyofibroblastlarin (diz kas tabakasi) kalmasiyla sonuclanmistir. Bu yapi
kollajen ve elastinden olusan bir yatak icerisinde gergek bir damara benzer bir sekil
olusturmustur. Bu yapilar daha sonra elde edilen hayvanlara otolog greftler seklinde
dikilmisler ve en az 4 ay boyunca agikliklarini korumuslardir. Bu siire igerisinde bu
yapilar yiksek elastik yapiya erismisler ve kasilmalarini saglayan miyofilamentleri

olusturmuslardir (37).
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2.4.2.3. Biyobozunur polimerik temelli vaskiiler greftler

Bir baska ve yaygin vaskiler doku mihendisligi yontemi de, biyobozunur
polimerik iskele lizerine damar hicrelerini ekerek, hicreler ECM’lerini Uretirken
polimerin eszamanl olarak bozunmasi ve damar yapisinin meydana gelmesidir. Bu
alanda cesitli polimerler kullanilmistir. Bunlarin basinda poliglikolikasit (PGA) gelir.
PGA, gozenekliliginin yiksek olmasi nedeniyle besin ve diger molekillerin
difizyonunu kolaylastirir ve PGA’yi istenilen yapilarda tGretmek mimkiindir (6).
Niklason ve ekibi, biyobozunur PGA mesi lizerine domuz aort hiicrelerini ekmis ve
radyal basing uygulayarak polimer Gzerinde bu hicreleri kiiltir etmislerdir. Bu siire
icerisinde hcreler, polimerin bozunmasina eszamanli gerceklesen ECM salgilarini
gerceklestirmislerdir. Bu vyapi, ECM salgisini arttiracak cesitli biyokimyasallari
(aminoasitler, vitamin C, bakirsiilfat) iceren bir besiyeri icinde tutulmus ve 8 hafta
sonunda yapinin i¢ ylizeyine EC hiicreleri ekilmistir. Calismanin sonunda elde edilen
yapilarin 2000 mmHg lizerinde bir kopma basinci gosterdigi saptanmistir (46).

Bu tip calismalarda besiyeri iceriginin iyi belirlenmesi gerekir. Clinki
bozunacak olan polimerle eszamanli olarak dretilen ECM molekillerinin
sentezlenmesinin arttirilmasi gerekmektedir. Niklason ve ekibi, bu c¢alismada
besiyerine % 20’lik FBS, bazi aminositler (L-prolin, L-glisin, L-Alanin), vit C, bakirsulfat
gibi molekdilleri ekleyerek hiicrelerin aralarinda capraz bag kurmalarini, uygun
biyokimyasal sinyallerin verilmesini ve dinamik ortamda gergeklestirilen kiltirle
hicrelerin daha dlzgln bir dizilim gostererek mekanik kuvvetin arttiriimasini
saglamislardir. Bu duruma gore kopma basinci dinamik kiltlirde ortamda 2000
mmHg, durgun kiltirde 300 mmHg olarak olglilmustiir. Bu durumun muhtemel
sebeplerinden biri 8 hafta sonunda % 50 artan kollajen miktari olabilir. Ayrica
hiicrelerin ET-1 ve serotonin gibi vazoaktif etmenlere gosterdigi cevaplar da, biylk
oranda kasilmayr saglamistir. Vit C verilmeyen ve Uzerine radyal gerilim
uygulanmayan doku érneklerinin zayif histolojik organizasyon gosterdigi ve mekanik
dayaniklihginda azalma oldugu gozlenmistir. Yucatan minyatir domuzunda yapilan
hayvan deneyiyle, bu damar vyapisinin arteriyal sistemdeki mekanik ortami

kaldirabildigi gorilmustir (46).
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PGA’nin kopolimer halinde kullanildigi ¢alismalar da yapilmistir. Bunlardan
biri PGA’nin polihidroksialkonat (PHA)'la beraber kopolimer haline getirilmis ve
koyun karotit hicreleri (EC’ler, SMC'ler ve fibroblastlar) bu yapinin Uzerine
ekilmistir. PGA'nin i¢ ylizeyi hicre tutunmasini ve doku gelisimini etkileme, PHA'In
dis ylzeyi de gerekli mekanik dayaniklilik ve 52 haftadan fazla bir slirede bozunma
saglama icin kullaniimistir. Bu greftler 7 adet kuzunun boébrek ici aortik
segmentlerine yerlestirilmis ve 5 ay boyunca aciklik saglanmistir. Kollajen ve DNA
miktari gercek bir damarin mekanik dayaniklihgini saglayacak olg¢lide gozlenmekle
birlikte, orta tabakada histolojik acidan elastik fiberlerin varhigi gosterilmistir (47).

Watanabe ve calisma grubu PGA ile L-laktid ve e-kaprolakton’dan bir
kopolimer ureterek bu yapinin izerine melez képeklerin femoral ven hicrelerini
ekmislerdir. 7 glinlik bir kaltlr stirecinden sonra ayni kopeklerin “inferior vena
cava”’larina implante edilen bu grefler herhangi bir daralma ya da genisleme
gozlenmeden 13 ay boyunca agik kalmiglardir. Doku iskelesi 3 ayda bozunmus,
meydana gelen doku gercek “inferior vena cava”ya benzer goériinimde gozlenmistir
(48).

Hoerstrub ve ekibi de poli-4-hidroksibitirat (P4HB) ve PGA kopolimerini
doku iskelesi olarak kullanmiglardir. Uzerine koyun karotid arter hiicrelerini ektikleri
bu doku iskelesini biyoreaktor ortaminda basingl akisa maruz birakmislardir.
Boylece hem liminal yizey hem de damar duvari basingch ortamda gelismistir.
Boylece kollajen ve hicre kitlesi artmis ve tabakalanmalar diizglin meydana
gelmistir (49). Hoerstrub ve ekibi daha sonraki bir ¢alismasinda insan kordon kani
hicrelerini hiicre kaynagi olarak kullanmistir. Bu sayede kisinin kendi damarlarina
zarar verilmeden damar Uretiminin s6zkonusu oldugu ve gobek kordonunun kisiler

icin potansiyel hiicre kaynagi olabilecegi onerilmistir (50).

2.4.2.4. Hiicresiz doku iskelesi yaklagimi

Vaskiler doku miihendisliginde gelistirilmis bir diger yontem hicresiz doku
iskelelerinin kullanimi yaklasimidir. Bu teknikte, hiicrelerinden arindirilmis doku

parcasinin vicuda implante edilerek viicudun biyoreaktor gibi kullanilmasi ve gevre
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dokulardan buraya hicre goglinin gergeklesmesi s6z konusudur. Bu alanda
kullanilan dokular deri, siinnet derisi, bag doku, peritoneum, kas, ince barsak
mukozasi ve Ureter dokularidir (6). Bu yontemin en buyik sikintilari; otolog insan
dokularinin izole edilmesi, in vitro’da yapilan islemlerin kontaminasyon riskini
arttirmasi ve bundan 6tiiri implantasyonun zorlagsmasidir (2).

Bu alanda yapilan ilk ¢calisma Badylak ve ekibi tarafindan gergeklestirilmistir.
Bu arastiricilar, kiictk bir barsak submukozasi (SIS) parcasini tiibiler hale getirerek
vaskiler bir greft elde etmislerdir. Bu parga hicresiz, 100 um kalinhiginda olan
kollojen bir tabakadir. Kopekler tizerinde yapilan ¢alismalarda 8 greften 7’si 120 glin
boyunca acik kalmistir (51). 5.5 mm capindaki bir greftin kopma basinci 3517
mmHg’dir. SIS grefti kopek karotid arterinin yarisi kadar uyumluluk gosterse de tipik
bir damar greftine gore 4 kat daha uyumludur (52).

Hiicresiz yaklasimlara bir diger 6rnek Huynh ve ekibi tarafindan, tavsan arter
“bypass” modeliyle gosterilmistir. Burada da SIS’ten alinan kollajen tabakasi
deterjan Ozelligi gostermeyen ve kimyasal olmayan bir temizleme siirecinden
gecirilerek hiicrelerinden arindirilmistir. Elde edilen tabaka ¢ogunlukla kollajen tip |
iceren ve diger proteinlerden, lipitlerden ve nukleik asitlerden arindirilmis bir
yapidir. Olusturulan greftin dayanikhligini arttirmak icin greftin ic ylzeyine sigir
kollojen tip | tabakasi eklenmistir. Eklenmeyen 6rneklerle kiyaslandiginda bu yapinin
mekanik ac¢idan daha dayanikli ve 1000 mmHg'den fazla kopma basincina sahip
oldugu gorulmustir (53).

Inoue ve ekibi, hicrelerinden arindirilmis insan dermal matriksini kiictuk
capta bir vaskuler greft haline getirmislerdir. Bu yapilar ePTFE’ye gore daha uzun
stire acik kalmakla birlikte dikis hatti (izerinde anevrizmalar gostermislerdir (54).
Buna benzer bir baska c¢alismada kopek arterlerinin hiicrelerden ve ilgili
antijenlerden arindirilarak aselller bir yapi iskelesi olarak kullaniimasidir. Bu model
kopeklerde kullanildiginda herhangi bir inflamasyon goézlenmezken kismi
endotelizasyonun oldugu saptanmistir (55). Boyle greftlerin tam olarak uygulanabilir

olmasi icin, greftin i¢c ylzeyinin, diizgiin ve tek sirali bir EC tabakasiyla kaplanmis
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olmasi gerekir. Bazi hayvan deneylerinde basarili olunsa da insanlarda trombozu ve

intimal hiperplaziyi 6nleyecek bu gerekliligin saglanmasi daha zordur.

2.4.3. Kokiltiir Calismalari

Endotelyumun damardaki 6nemi ve SMC’lerle olan etkilesimi géz 6nine
alindiginda ideal bir vaskiler gref yaratmak icin son yillarda ¢alismalar SMC ve EC
kokultir modelleri tGzerine yogunlagsmistir. DGz kas ve endotel hiicreleri arasindaki
etkilesimi ¢6zmek icin cesitli kokultlir calismalari yapilmistir. Bunlar; SMC ve
EC'lerin, gozenekli bir membranin farkli taraflarinda kiiltire edilmeleri (56), SMC
iceren kollajen jeller (zerinde EC’lerin kokilturi (57-58), EC'lerle SMC'lerin
mikrotasiyici kiireciklerde (59), EC’lerin dogrudan SMC'ler (izerinde kiltlre edilmesi
(60) ve dinamik kosullarin saglandigi bir biyoreaktér ortaminda kokiltiire edilmesi
yontemleridir (61). Endotel hicreleri, duragan (kasilabilir) yapidaki diiz kas
hiicrelerinin Uzerinde, prolifere olan diz kas hiicrelerinin tzerinde oldugundan daha
hizli cogalmaktadir (62).

EC’lerin ve SMC’lerin birbirlerinin Uzerinde biyokimyasal Uretimi (63) ve
hiicre cogalmasini arttirma (64), bunun yaninda lipoproteinlerin alinimini da
etkilemesinden dolayi (65) iki hiicre tlirin{ ayri ayri kiiltire etmek gergek bir damar
yapisini olusturmada yetersiz kalmaktadir. Rainger ve ekibi, aterosklerozda lenfosit
alinimini galismak Gzere 0.4 um’lik gdzeneklere sahip bir membranin iki yaninda
endotel ve diiz kas hiicrelerini kokiltir etmislerdir (56). Gergcek bir damarda bu
hiicreler birbirlerinden 2-7 um’lik gézeneklerden olusan internal elastik lamina ile
ayrilmiglardir. Boylelikle endotel ve diiz kas hiicreleri arasindaki iletisim
kolaylastirilmis olur. Bu nedenle, istenilen kokiltir plani tek sirali ve diizgiin bir
endotelyum olusturmak ve bu hiicrelerin diiz kas hiicreleriyle yeterli fiziksel baglanti
icinde bulunmasini saglamaktir (66). Yapilan bir calisma da endotellerin diiz kas
hicreleri Gzerinde, arada herhangi bir molekil ya da malzeme olmadan nasil
uretilebilecegi Gzerinedir. Bu calismada sigir diiz kas hiicreleri 5x10* hiicre/cm?
oraninda 4 gilin boyunca Uretilmis, tizerine ayni hacimde endotel hiicreleri ekilmis ve

tekrar 4 giin boyunca kiiltire edilmistir. Elde edilen sonuglara gére endoteller, ECM
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elemanlarinin yetersiz olmasi nedeniyle diiz kas hicrelerine iyi tutunamamis ve iyi
cogalamamistir (66). Askorbik asit (vit C) varliginda kollajen sentezinin arttig
bilinmektedir (67). Bunun Uzerine SMC’ler 4 giin boyunca vit C iceren besiyerinde
inkiibe edildiginde ve kollajen tip IV icin boyandiginda, énemli miktarda kollajen
uretildigi goézlenmistir. Bunun Gzerine endoteller bu yapi tzerinde kiltire edilmis ve
Dil-ACD-LDL isaretli kokultir boyamalarinda EC’lerin daha fazla tiredigi ve tutundugu
gosterilmistir. Mikrogozenekli yapilarin kullanildigi kokltir modelleri, bu hiicrelerin
arasindaki iletisimi kisitlar. Bu nedenle bu yapilarin kokultirde dogru bir fizyolojik
model olusturmadigi disiniilmektedir (66).

Denenen bir baska kokiltiir modeli; tip | kollajenden olusmus tg boyutlu bir
jelin icine SMC’leri gdbmmek ve bu yapinin yizeyine EC’leri ekmek olmustur (57).
Fakat bu yapida EClerin Uremesi, diiz kiltir kaplarinda gerceklesen lremeden
onemli olcide az gerceklesmistir. Bunun olasi sebeplerinden biri tek bir cesit
kollajen kullanmanin gergek damar yapisini yeterli dlgiide yansitmamasi olabilir;
¢clinkl endotellerin yerlestigi zemin agirlikli olarak kollajen tip IV'ten olusur. Yakin
zamanda yapilan bir baska c¢alismada EC’lerin ve SMC'lerin birlikte kiltire
edilmesinin EC’lerin tutunma ve yayilma yetenekleri izerindeki etkisine bakilmistir.
Bu deneyde, “insert” lerde 10 um’lik polietilen teraflatat (PET) membranlar
kullanilarak bir grup endotel hem diz kas hiicreleriyle, diger bir grup da tek basina
kiltiire edilmistir. Daha sonra bu hicreler toplanmis, onceden fibronektinle
kaplanmis 24 kuyucuklu pleytlere ekilmistir. 30, 60 ve 90. dakikalarda hiicrelerin
canlihigina ve tutunmasina bakilmistir. SMC’lerle kiltiire edilen EC’lerin fibronektin
yuzey uzerinde daha hizli tutundugu ve 30. dakikada bile yayilmaya basladig
gorilmustiir (68). Bu sonuglardan SMC’lerin, EC’lerin tutunmasini arttirdigi
gozlenmektedir.

Korff ve ekibi mikrotasiyici kireciklerle yapmis olduklari deneyde SMC ve
EC'lerin birlikte kultlire edilmeleri sonucunda, EC'lerin tek basina kdiltire
edilmelerinde gorilen apoptosiz oranini azalttigini 6ne surmdislerdir (59). Bu
nedenle de iki hiicre tiirliniin birlikte kiltire edilmesinin EC’lerin canhliginda 6nemli

rol oynadigi distinilebilir.
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Lavender ve ekibi, endotellerin tek sira halinde diiz kas hicreleri lizerine
tutunmasi sorununu, bu hiicreleri dogrudan birbirleri Gzerinde kokiltire ederken
araya bazal membran proteinlerini koyarak tutunmayi kolaylastirmak yoluyla
¢6zmeye calismislardir (60).

Varolan kokultur sistemleri hiicreleri birbirine 10-50 um yaklastirmaktadir.
Bu uzaklikta hiicreler birbirleriyle etkilesim halinde olsalar bile bazi, 6zellikle 6mri
kisa metabolitlerin salgilandiktan sonra etkileri yeterli siire i¢in goriilmeyebilir.
Ayrica kokiltir modellerinde denenen, biyobozunur olmayan bir polimer yapisi
doku mihendisligi yaklagimlarinda kullanilamayacagi icin daha biyomimetik bir
yaplya ihtiyac¢ vardir.

Diiz kas hticrelerinin ylksek serum oraninda proliferatif (poligonal sekilde)
fenotipe, disik serum oraninda ise kasilir (ig seklinde, uzamig) fenotipe sahip
oldugu bilinmektedir. EC’'lerin de normal ve saglikh biylimeyi saglayabilmeleri icin
seruma ihtiyaglari vardir, aksi takdirde “kaldirim tas1” morfolojisini olusturmadiklari,
zayIf tutunma ve yetersiz proliferasyon gosterdikleri gbzlenmistir. Lavender ve ekibi
yapmis olduklari kokdiltir calismasinda SMC’lerin proliferasyonu icin dnce yliksek
oranda (% 20) FBS kullanmislar, EC'leri ektikleri zaman % 3.3 FBS’li besi ortami ile
kokiltire etmislerdir (60).

Williams ve ekibi, perflizyon biyoreaktor sisteminde PGA (izerine iki yonli
olarak ektikleri SMC’leri 25 giin sireyle kiltlire etmisler, bu sirenin 10. ve 23.
guniinde EC ekerek bu hiicrelerin sirayla 15 ve 2 glin boyunca kokdltiire edilmesini
saglamislardir. Daha sonra 2 ve 15 giin boyunca kokiiltiire edilmis yapay damar
ornekleri alinarak hicrelerin dizilimleri ve yayilimlari ile icerdikleri kollajen ve
glikozaminoglikan miktarlari incelenmistir. Buna goére 2 giin boyunca kokiiltiire
edilmis damarlardaki SMC’lerin [imen ve dis kisimda yogun olduklari, 15 giin
boyunca kokiltire edilenlerde ise daha diizgin ve homojen dagildiklar
gozlenmistir. Bunun yaninda SMC'leri isaretlemek icin antikorlari kullanilan a-diiz
kas aktinleri ve miyozin agir zincir proteinlerinin 15 gin kokdltire edilmis damar
orneklerinde daha fazla ifade edildigi ve daha koyu kalponin boyamasi gosterdigi

tespit edilmistir. Buradan yola c¢ikarak EC’lerin sadece SMC’lerin proliferasyonu
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Uzerine degil, ayni zamanda SMC’lerin dagilimi ve farklilagsmasi Uzerine de etkili
oldugu disinilebilir. Ayrica PGA fiberler, 2 giin boyunca kokdiltiire edilen 6rneklerin
[imeninde gozlenirken 15 gin boyunca kokdiltire edilen 6rneklerin Iimeninde

gozlenmemistir (61).

2.4.4. Klinik Calismalar

Kardiyak defektler, kongenital anomalilerin basinda gelen hastaliklardir.
Olgun insanlarda meydana gelen kalp rahatsizliklarini tedavi etmede biyik
gelismeler saglanmis olmasina ragmen kongenital kalp hastaliklarini tedavi etmede
halen zorluklar yasanmaktadir. Bu anomalilerin hepsi farkli 6zellikler gésterse de en
yaygin rahatsizliklar pulmoner dolasimdaki deoksijenize olmus kan ve sistemik
dolasimdaki oksijenize olmus kanin karismasiyla sonuglanir (69). Midahale
edilmemis ventrikil kardiyak anomalileri % 70 6limle sonuglanir. Tedavi yontemi
cerrahi operasyondur (70-71). Cerrahi operasyon olmadan, eriskinlige ulasmak
neredeyse mimkin olmamaktadir. Bu operasyonlarda ama¢ pulmoner ve
sistematik dolagimin birbirinden ayrilmasidir. Bu sayede sistematik dolagimdaki kan
oksijenlenir, fazla hacim yiklenmesi olmaz ve kalp zorlanmaz. Fontan operasyonu
adi verilen bu yontemin gelistirilmis adi “extra cardiac total cavopulmanory
connection (EC TCPC)’dir. Fakat bu yontem bile hala tam bir iyilesmeden
bahsedebilmek icin yeterli degildir. Ayrica, saglkli doku eksikligi ve yetersiz hiicre
sayisl nedeniyle hastanin kendi dokusunun kullanilamayacagl durumlar mevcuttur.
Bu nedenle politetrafloroetilenden (PTFE ya da GoreTex®) imal edilmis vaskiler
greftler kullanilmaktadir (72). Zaman igerisinde PTFE yerine Dacron® kullaniimaya
baslanmistir ama literatire bakildigi zaman Dacron® kullaniminin basarisizlikla
sonuglanma oraninin daha yuksek oldugu bildirilmistir (70). Bu sorunlar; tikaniklik,
bliyime potansiyeli eksikligi, enfeksiyon riski ve tromboembolik komplikasyonlardir
(69). Bu gline kadar elde edilen en iyi sonuglar ortalama % 80 civarindaki basari
oraniyla otolog doku greftlerinde gozlenmistir (73). Kardiyovaskiiler doku
muihendisligi uzuv ya da hayat kurtaran ve genis yas araligindaki hastalara hitap

eden bir alan olmasi bakimindan, doku mihendisligi calismalari icinde ayri bir dnemi
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vardir. Piyasada Cartigel, Apligraf ve Dermagraf gibi doku mihendisligiyle elde
edilmis ticari Urlinler mevcuttur. Yapilan calismalarin sonuglari bizlere doku
muihendisligi damar greftlerinin de ticari olarak Uretimlerinin gergeklestirilmesi
yonundeki umutlari arttirmaktadir (74).

Vaskiiler doku muhendisligi yontemiyle klinikte yapilan ilk ¢alhisma 2000
yilinda Tokyo’da Shin’oka ve ekibi tarafindan gergeklestirilmistir. 4 yasindaki bir kiz
cocugunun 39 aylikken gecirdigi Fontan operasyonundan 7 ay sonra, sag orta
pulmoner arterinde okllizyon gozlenmistir. Bunun {zerine hastanin periferal
veninden alinan 2 cm’lik parg¢adan hiicreler izole edilmis ve hicre kiltira
yapilmistir. 8 haftada 12 x 10° rakamina ulasan hicreler PGA ile desteklenmis PCL-
PLGA (agirlik/1:1) bir tabuler polimer yapinin (10 mm ¢apinda, 20 mm uzunlugunda,
1 mm kalinhginda) (zerine ekilmis ve 10 giin sonra hastaya transplantasyon
yapilmistir. Daha Oncesinde daralan damar yapisi tekrar kendini toparlamis ve
ameliyattan 7 ay sonra herhangi bir olumsuzluk yasanmayarak klinik
uygulamalardaki ilk basarili 6rnegi teskil etmistir (75).

TEVA’larin klinikteki diger uygulamalari, EC TCPC ameliyatlarinda, yine
Tokyo/Japonya’da gergeklestirilmistir (75-77). Doku muhendisligi yontemleriyle elde
edilmis 23 adet greftin 6 sene boyunca in vivo’daki durumu gozlenmistir. Bu greftler,
herhangi bir anevrizma ya da hasar gormeden islev géstermistir. 18 mm’den kiiglk
capa sahip yapilarda stenoz gozlense de, anjiyoplastiyle midahelede bulunularak
tedavi saglanmistir. Kaydedilen higbir tromboembolik, hemorajik ve enfeksiyonlu
komplikasyon olmamistir ve hicbir greft degisimine gerek duyulmamistir. Bu
greftlerin bliylime potansiyelleri bilgisayar ortaminda gorintilendiginde uyumlu ve
glivenli bir gelisim icinde olundugu gozlenmistir. Bu c¢alismalarin  basarili
sonuclanmasi ile, FDA’den alinan onayla, calismalarin ABD’de sirdirilmesi yolunda
da izin alinmistir (69).

Klinik alanda gerceklestirilen calismalardan bir digeri, polispleni hastasi 12
yasindaki bir erkek cocugu lizerinde gercgeklestirilmistir. Bu hastaya takilan kanal
yapisi (conduit) 7 ay sonunda daralmis ve icinde pihti olusumu gozlenmistir.

Alternatif yontem olarak bu hastanin periferal damarindan yaklasik 2 cm alinmis ve
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damar duvarindan hiicreler izole edilerek kiiltlire edilmistir. Daha sonra bu hiicreler,
PGA ile desteklenmis PCL-PGA (agirlik/1:1)’dan Uretilmis tlibller polimer yapisinin
Uzerine ekilmistir. 1 mm kalinhginda ve 20 mm g¢apinda olan bu yapi, 8 haftada
bozunabilme 6zelligine sahiptir. Hiicrelerin ekiminden 10 giin sonra bu yapi hastaya
transplante edilmistir. 4 ay sonunda bu hastada, polimerin tamamen bozundugu ve
herhangi bir pihti olayinin goriilmedigi saptanmistir (77).

Yapilan bir baska klinik gcalismada ise, yaslari 29 ile 89 arasinda degisen ve
farkl vaskiler rahatsizliklara sahip olan 10 hastaya kendi otolog hiicrelerinden
Uretilmis TEBV’ler takilmis ve in vivo’daki arteriyel basinca ne o&lglide
dayanabildikleri gbzlenmistir. 1. hasta bu grefti 13 aydan fazla kullanmis, sonrasinda
bobrek transplantasyonu olmustur. Bu greftin Ulizerinde c¢ok sayida delik
gozlenmesine ragman ameliyata kadar islevselligini korumustur. 2. hasta farkli
sebeplerden dolayl yasamini yitirmistir. 3. hasta 12. haftada diisiik akis hizina bagl
olarak (<500 mL/dk) tromboz sorunu yasamistir. 4., 5. ve 6. hastalarda grefler,
herhangi bir sorun olmadan islev géstermislerdir (78).

Kemik iligi kok hiicrelerini elde etmek, hastadan damar biyopsisi alarak
hastayi ayrica hastanede tutmak gibi zahmetli bir is degildir, ayrica alinan 6rnekten
daha fazla sayida hicre elde edilir. Alinan hiicreler dogrudan doku iskeleleri
Uzerinde kiltlre edilecegi icin kontaminasyon riski azalir. Bu hiicrelerin besiyerine
fazla madde eklenmesine ihtiya¢ yoktur. Matsumura ve ekibi, bu klinik calismada
BMCs besiyerine serum koymamiglardir. Ayni ekibin 3, 7 ve 14 yaslarinda, gesitli
kalp-damar rahatsizliklar olan kiz cocuklarina yerlestirdikleri greftlerdeki kan akis
hizi gergegine ¢ok uygun olmaklar birlikte greftlerde herhangi bir daralma
yasanmamistir. 3 yasindaki kiz cocugunun atriumuna vyerlestirilen yapi, literatiirde,
kalbe takilan ilk greft olma 6zelligini tasimaktadir (79).

L'Heureux ve ekibi, bu tip greftlerin klinikteki uygulamalarinin basarili olmasi
icin en az dort kosulu saglamasi gerektigini 6ne stirmuslerdir. Bunlardan ilki safen
venlerindeki atis basincina es bir basing elde etmektir (> 1.700 mmHg). ikinci olarak
insan hiicrelerinin kullaniminda yorgunluk giicii géstermesi yani capinin belli bir sire

sonunda bile sabit kalmasi gerekmektedir. Ugiincii olarak trombojenik olmayan,
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dizglin bir endotel yapisi ve son olarak da yas ve risk de gobz Onlinde
bulunduruldugunda hicrelerin uygunlugu ve sirekliligi saglanmis olmasidir (74).
Safen ven greflerin gorece daha erken yasanan tromboz orani (implantasyondan 12
ay sonra % 15 oraninda), bliyik oranda endotelyumun zarar goérmis olmasina
baglanmaktadir (80).

Sonug olarak, vaskiler doku muihendisligi son vyillarda olduk¢a buyulk
gelismeler gostermis, hatta bazi greftler klinik asamalarda kullaniimistir. Fakat ideal
bir damar grefti heniliz elde edilememistir. Deney slirecini etkileyen parametrelerin
cesitliligi, kullanilan tasiyici yapilarin ve hiicre kaynaklarin heniiz tam olarak optimize
edilememesi 6ne ¢ikan en blylik sorunlardandir. Arastirma sonuglarindan damar ve
kalp kapakgiklari gibi deri ve kikirdaga gore daha karmasik yapilari in vitro kosullarda
Uretmede yeni hiicre kaynaklarinin kullanilmasi ve biyolojik agidan uyumlu yapilarin

gelistirilmesi gerektigi cikmaktadir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Geregler

Dulbecco’nun minimum esansiyel ortami (Dulbecco’s minimum essential
medium, DMEM), foétal sigir serumu (FBS), L-glutamin, gentamisin,
penisilin/streptomisin, heparin, fosfat tamponu (PBS), sodyum piruvat, HEPES
tamponu, Hanks’ tuz solusyonu, tripsin-EDTA Biochrom (Almanya) firmasindan
temin edilmistir. Kollajen A Biochrom, (Almanya) ve BD Biosciences (A.B.D.),
dimetilsiilfoksit (DMSO) Origen (isvec), antibiyotik-antimikotik solusyonu,
fibronektin, laminin, vaskiler endotel biylime faktori (VEGF), platelet eldeli
blylme faktorli (PDGF), bazik fibroblast blylime faktort (bFGF), 4'-6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI), 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromit (MTT),
florosein izotiyosiyanat (FITC), alkalen fosfataz (ALP), monoklonal anti-miyozin, von
Willebrand faktord (vVWF), monoklonal anti-kalponin, monoklonal anti-anti diiz kas
aktini (a-SMA) antikorlari, 5-bromo, 4-kloro, 3-indolilfosfat (BCIP)/nitro mauvisi
tetrazolyum klorir (NBT) alkalen fosfataz kromojeni, vitamin C, L-prolin, L-glisin, L-
alanin, L-lizin solisyonu, bakir sdlfat, penisilin G Sigma-Aldrich (A.B.D.)’den
kullanilmistir. Enjektor tipi filtreler (0,22 um) Sartorius (Almanya), poliglikolik asit
(PGA) mes (1 mm kalinhginda, % 97 porodz) Concordia Manufacturing (A.B.D),
tetramethylrhodamine (TRITC) Invitrogen (A.B.D.) firmalarindan temin edilmistir.
Hiicre kiltari sarf malzemeleri Greiner Bio-one (Almanya)’dan, 4 kuyulu lamlar
Electron Microscopy Sciences’dan (A.B.D.) kullaniimistir.

Otoklav Raypa (ispanya), inkibatdor Heracell (Almanya), laminar kabin
Hersafe KS (Almanya), santrifiij Unicen 15D Herolab (Almanya), sicak su banyosu
Memmert (Almanya), 15tk mikroskobu Leica (Almanya), floresan mikroskobu DFC
490 kamera bagli Leica DM6000B (Almanya), Mekanik test cihazi Lloyd LRX5K model
Lloyd Instrument Limited (Birlesik Krallik)’den kullaniimistir. SEM gérintileri Ulusal
Nanoteknoloji Arastirma Merkezinde (UNAM, Bilkent Universitesi) Quanta 200 FEG

markali taramali elektron mikroskopisinden alinmistir.



44

3.2. Yontem
3.2.1. Sterilizasyon

Diseksiyon malzemeleri, cam siseler ve petriler 6nce musluk suyu, sonra
distile su ile yikanarak kurutulmus ve aliminyum folyo ile sarilarak 121 °c’de 45 dk
boyunca otoklavda steril edilmistir. Sivi ve pipet uglarinin sterilizasyonu 121 c’de 30
dk boyunca otoklavda vyapilmistir. Biyoreaktorlerin sterilizasyonu, reaktorler

hazirlandiktan sonra etilen oksit’le gerceklestirilmistir.

3.2.2. Kiiltiir Kaplarinin Kollajen ile Kaplanmasi

Endotel hicrelerin kiltir edilmesinde kollajen kapli kiltiir kaplari kullaniimig
bu nedenle iki farkh kollajen kullaniimis ve kaplama asagida verildigi gibi yapilmistir.

BD Biosciences steril Kol tip | 4.52 mg/mL stok ¢ozeltisinden 50 pg/mL’lik
solusyon steril 0.01 M HCI ile hazirlanmistir. Kiiltir kabinin yiizeyine 5-10 pg/cm?
gelecek sekilde eklenmis, bir saat oda sicakliginda tutulmus ve steril PBS ile 4 kez
yikanarak asit iyice uzaklastirilmistir.

Biochrom’dan alinan steril kollajen (Kol A, tip | ve en fazla % 10 tip Ill) 1/1
oraninda steril PBS ile karistirilmistir. Bu karisimin 1 mL’si 10 cm?lik kiltir alanina
eklenmistir. 30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edilen flasklardan bu sirenin
sonunda Kol A ¢ozeltisi g¢ekilmis, steril PBS ile yikama yapilmistir. Kol A’nin

polimerlesmesi i¢cin UV altinda 2-8 saat beklenmistir.

3.2.3. Endotel ve Diiz Kas Hiicrelerinin izolasyonu ve Kiiltiirii

Coban Et (izmir), Yenikent (Ankara) mezbahalarinda geng sigirlardan (6 aylik,
1 yas) steril pens ve makas yardimi ile ¢ikartilan aort 6rnekleri antibiyotikli tasima
solisyonu (Hanks’ veya % 10 FBS ve % 0.5 antibiyotik-antimikotik solusyon iceren
DMEM) iceren siselere alinarak strafor kutularda buz kasetleri (+4 OC) ile
sogutularak laboratuvara tasinmistir. Ornekler laboratuvarda laminar akisli kabinde
% 0.5 antibiyotik-antimikotik iceren PBS ile yikandiktan sonra steril cam petrilere

yerlestirilmis, steril pens, makas ve bistiri yardimi ile damar 6rneklerinin dnce dis
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kismindaki bag doku pargalari uzaklastiriimistir. Yeterince temizlendikten sonra
farkl bir steril petriye alinan damar ornekleri farkli makaslar ile boyuna kesilerek
aciimistir. Acilan damar pargalarinin i¢ ylizeyinde bulunan endotel hiicrelerini izole
etmek icin steril bir bistiri yardimi ile bu tabaka nazikce kazinmistir. Bistlirinin
Uzerinde kalan hucreler antibiyotikli PBS ile 15 mL’lik santrifiij tiplerinde yikanmis,
sonra santrifijlenerek (800 rpm, 5 dakika) hiicrelerin ¢cokmesi saglanmistir. Coken
hiicreler 2-3 mL besi ortami ile siispanse edilmis, 35 mm’‘lik petrilere ekilerek kiltur
edilmistir. Diger taraftan i¢ ylzeyi kazinmis damar parcalari ise diiz kas izolasyonu
icin uygun buyukliklerde parcalara ayrilarak 10 mm? ve 60 mm?*lik petrilere
yerlestirilmistir. Tutunan pargalarin lizerine kurumasini dnleyecek kadar besiyeri
damlatilarak inkiibatére alinmistir (37 °C ve % 10 CO,). 24 saat sonra bu eksplant
parcalarin Uzerini Ortecek kadar diiz kas hucresi kiltir besiyeri eklenmistir.
Kdltarlerin devaminda 48 saatte bir besiyerleri degistirilmistir. Dz kas hicre
kiltlrlerinde 7-10. giinden sonra damar eksplantlarindan hiicre gocli mikroskop
altinda incelenmistir. Hiicre karakterizasyonlari immunokimyasal testlerle
yapilmistir. Diiz kas ve endotel hiicrelerin kiltiir edildigi besi ortamlari Tablo 3.1’de
verilmistir. Kiltar edilen hicreler farkli pasajlara getirilerek ileriki ¢alismalar igin
dondurularak saklanmistir. Tum calismalar hiicre kaltard 37 °C ve % 10 CO,

ortaminda, HeraCell (Almanya) inklibatérde yapilmistir.

3.2.4. Endotel ve Diiz Kas Hiicrelerinin immunohistokimyasal

Karakterizasyonu

Hazirlanan kultirlerde SMC ve EC'lerin karakterizasyonlari
immunohistokimyasal yontemlerle belirlenmistir. Bu amacla SMC’lere 6zgil olan
alfa-diiz kas flamentleri (a-SMA), ile EC’ler igin ayirt edici von Willebrand faktériniin
varhgr uygun antikorlarla hem peroksidaz hem de floresan mikroskoplarinda
incelenmek Uzere saptanmistir. Bunun igin geng buzagl aortasindan izole edilen
endotel ve diz kas hicreleri cogaltilarak pasajlandiktan sonra P/4 hiicreleri

konfluent hale getirilmis ve sonra 4 kuyulu lamlara ekilerek hiicrelerin belli bir
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yogunluga ulasmasi saglanmistir. Belli bir yogunluga ulagsan hicreler PBS ile
yikandiktan sonra aseton ile fikse edilmistir.

SMC hiicrelerinde alfa-diiz kas aktin (a-SMA) filamentlerinin varlgini
belirlemek icin aseton ile fikse edilen hiicreler, a-SMA (fare IgG2a izotip) ile inkibe
edilmistir. Floresan inceleme igin FITC isaretli sekonder antikor ve peroksidaz
yontemi icin peroksidaz anti-fare kullaniimistir. EC’'lerin tanimlanmasi i¢in hicreler,
von Willebrand faktor (tavsan anti-insan von Willebrand IgG) ile inkiibe edilmistir.
Floresan inceleme igin TRITC isaretli sekonder antikor ve peroksidaz yontemi igin
ALP anti-tavsan kullaniimistir. Hem peroksidaz hem floresan isaretlemeleri yapilan

hicreler 1sik ve floresan mikroskobunda goériintilenmislerdir.

Tablo 3.1. Besiyerlerinin icerikleri.

Endotel hiicresi kiiltiir besiyeri

Endotel hiicresi zengin besiyeri

500 mL DMEM

500 mL DMEM

% 10 FBS

% 10 FBS

% 1 L-glutamin

% 1 L-glutamin

% 0.2 penisilin-streptomisin

% 1 penisilin-streptomisin

125 pg/mL heparin

125 pg/mL heparin

1 ng/mL VEGF

2 ng/mL FGF

Diiz kas hiicresi kiltir besiyeri

Diiz kas hiicresi zengin besiyeri

500 mL DMEM

500 mL DMEM

% 20 FBS % 20 FBS
% 1 L-glutamin % 1 L-glutamin
% 0.2 penisilin, streptomisin %1 HEPES

% 1 sodyum piruvat

30.3 mg penisilin G

10 gL-ala

25 mg Vit C

25 mg L-gly

25 mg L-pro

3ng/mL CuSO,
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3.2.5. Hiicrelerin Biiyiime Egrilerinin Belirlenmesi

Hiicrelerin biylme egrilerinin cizilmesi, hicrelerin belirli uyaranlar altinda
verecekleri cevabin degerlendirilmesi icin kullanilir. Bunun yaninda hicrelerin
tutarhhiginin, en uygun sulandirma oraninin ve ekim etkinligi ile hicrelerin
pasajlanacagi en uygun zamani belirlemek i¢in uygun veriler sunar (81).

EC'lerin blylme egrisi grafigini ¢cikarmak icin hicreler P/4’e getirilmistir. 90
Adet 35 mm’lik petri Kol A ile kaplamis ve her bir petriye 1x10* hiicre ekilerek
Gzerlerine 1 mL besiyeri eklenmistir. Hiicrelerin tutunmasi icin 2 saat beklendikten
sonra ilk 3 petriden 1 ml’lik besiyeri gekilerek, hiicre sayimi yapilmis ve toplam
hiicre sayisindan cikarilarak ilk giinde tutunan hicre sayisi bulunmustur. Diger
petrilerden de besiyerleri ¢ekilmis, hepsine taze 2 mL EC besiyeri eklenmistir. Her
gln ayni saatte olmak suretiyle 3’er petrideki hiicre sayisi tripan mavisiyle sayilmis
ve 11 gline ait bliyiime egrisi grafigi elde edilmistir. Deneyler 11 giin boyunca 3’er
adet 3 seri seklinde gercgeklestirilmistir.

P/4’teki SMC'lerin blyume egrisi grafigini cizmek icin de EClerdeki
prosediriin aynisi uygulanmis fakat petri kaplari Kol A ile kaplanmamistir.

Hiicrelerin jenerasyon sayisi (n) ve ikilenme siresi (d) icin sirasiyla asagida
verilen esitlik 1 ve 2 kullanilmigtir. Bu esitliklerde kullanilan hiicre sayilari biiyime

grafiklerinin dogrusal oldugu alandan segilmistir.

jeneresyon saysi (n) = (logCt; — logCt;)/log2 (1)

Ct; = t; zamandaki hiicre sayisi, Ct; = t, zamandaki hiicre sayisi

ikilenme siresi (d) =t/n (2)

t=t2—t1
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3.2.6. PGA Meslerin Yiizey Modifikasyonu

PGA megslerin hidrofilikligini artirmak amaciyla ylzey modifikasyonunun
yapilmasi planlanmistir. Bunun igin PGA megler dnce 30 sn. % 95’lik etanolde
tutularak nemi uzaklagtiriimis, daha sonra 1 N NaOH ile yaklasik 1 dakika muamele
edilerek ardindan iki kez distile su ile yikanarak, liyofilizatorde kurutulmustur. Bu
islem ile PGA meslerin yizeyindeki ester gruplarinin hidroksil ve karboksil gruplarina
donlismesi saglanmistir (82).

Modifiye edilen PGA meslerin ylzeyleri ATR-FTIR spektroskopisi
[PerkinElmer Spectrum 65 (ABD)] ile incelenerek, morfolojileri ise SEM ile

gorintilenmistir.

3.2.7. Biyoreaktor Sisteminin Tasarlanmasi

Damar greftinin olusturulacag! biyoreaktor sistemi, tek ve cift kollu olmak
Uzere tasarlanmistir (Sekil 3.1). Bu el yapimi cam reaktoérlerin kollarinin icine uglari
Dacron pargalarini tutturmak igin tirtikli olan, 3 mm c¢apina sahip cam borular
takilmis ve plastik kapaklarla desteklenmistir. PGA mesler, bu i¢ kollardan gegen 3.2
mm ¢apindaki silikon tibin etrafina sarilarak tibiler hale getirilmis ve 5-0
poliglaktin ve PGA ipliklerle dikilmistir. Tibller mesin kenarlarina Dacron pargalar
5-0 poliester iplikle dikilmis ve i¢ kollara tutturulmustur. Biyoreaktorin teflondan
yapilmis kapagina gaz aligverisini saglayacak 2-3 adet steril filtre (0.22 um ) ve besi
yeri degisimi bir giris konulmustur. Bu sekilde hazirlanan biyoreaktorler etilen oksit

ile steril edildikten sonra damar olugsturmak tzere kullaniimistir.
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Sekil 3.1. Biyoreaktdrler. A) i¢ kollar sabit, hacim 500 mL, B) i¢ kollar hareketli,
hacim 500 mL, C) iki kollu biyoreaktér, hacim 425 mL. D) Tekli biyoreaktér, hacim
325 mL.

3.2.8. Biyoreaktorde Doku Miihendisligi Vaskiiler Greftlerin insa Edilmesi

3.2.8.1. Orta tabakanin olusturulmasi

Primer kiltirle elde edilen SMC’ler 3. ve 4. pasaja geldiklerinde, hazirlanan
reaktorlerdeki PGA meslerin (izerine Tablo 3.2‘de verildigi miktarlarda ekilerek belli
surelerle kiltur edilmistir (Sekil 3.2.). Biyoreaktoérlerin besiyerleri 3-4 giinde bir yari
yariya degistirilmis ve kiltir siiresi boyunca kollajen salgisini arttirmak igin her gin
50 um/mL Vit C eklenmistir. Olusturulan orta tabakasinin zamanla gelisimini izlemek
amaciyla belli inkiibasyon sireleri (4, 6, 8 ve 12 hafta) sonunda damar o6rnekleri
biyoreaktorden kesilerek cikarilmis ve imminohistokimyasal testlere tabi

tutulmustur.



3.2.8.2. Endotelyumun olusturulmasi
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Damar dokusunun orta kismi olustuktan sonra i¢ kisimdaki silikon tip

cikartilmistir. Damar limenine daha o6nce yapilan ko-kiltlir deneme sonuglari

dogrultusunda kollajen cozeltisi (10 pug/cm?) gecirilerek 90 dakika inkiibe edilmistir

(83). Kollajen inklibasyonundan sonra damar liimeni PBS ile yikanarak fazla kollajen

uzaklastiriimistir. Tablo 3.2.de belirtilen miktarda EC enjektor yardimiyla damar

limenine ekilmistir. EC’lerin yapismasi i¢in 12 saat, 10 giin boyunca 37 °C’de inkiibe

edilmis ve bu sirelerin sonunda cikarilan dokular immunohistokimyasal testlerle

incelenmistir.

Tablo 3.2. Damar greftlerinin insasinda kullanilan hiicre sayilari.

Kiiltiir suiresi SMC sayisi EC sayisi Ko-kiiltiirde
kullanilan substrat
4 haftalik 7.8x10° - -
6 haftalik 8.1x 10° - -
8 haftalik 8.0x 10° 3.5x 10° Kol A ve — (bos)
12 haftalik 5.7 x 10° 3.8x10° Kol A




Sekil 3.2. A) Biyoreaktorlere orta tabakanin olusturulmasi icin SMC’lerin ekilmesi.

B) Hazirlanmis biyoreaktoér sistemi. C) Hiicrelerin inklibasyonu.
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Sekil 3.3. A) Biyoreaktérde olusturulan orta tabaka. B) Endotel hiicrelerinin

damar limenine ekilmesi.

3.2.9. Vaskiiler Greftlerin Karakterizasyonu

3.2.9.1. immunohistokimyasal karakterizasyon

Belli siirelerde Uretilen damar greftlerinde kollajen fiberler Masson’s trikrom,
elastin fiberler Verhoeff ile incelenmistir. SMC’lere 6zgil olan alfa-diz kas
flamentlerin (a-SMA), miyozin agir zincir (MHC) ve kalponin proteinlerinin dagihmi
ve ECler icin ayirt edici von Willebrand faktoriniin varligi uygun antikorlar

(peroksidaz ve floresan) kullanilarak incelenmistir (bolim 4.2°de ayrintih olarak
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verilecektir). Hem tekli hem c¢ift boyama yapilan greftler peroksidaz ve floresan
mikroskoplarinda degerlendirilmistir. Bu amacla (H&E, Masson’s ve Verhoeff haric)
birka¢ milimetrelik pargalara ayrilan damarlar dondurucu ortam ile sivi azotta
dondurulmus, 7 um’lik kesitler kriyokesit yontemiyle jelatin kaph lamlara alinmistir.
Soguk asetonla 4 °C’de 10 dk boyunca fikse edilen lamlar kurutulduktan sonra
etraflari dakopenle gevrilmistir. % 0.1’lik Triton X ile 3 dk dokulara boya alinigini
kolaylastirmak igin permeabilizasyon yapilmigtir. PBS ile yikanan lamlara daha sonra
% 3’lik BSA ile 1 saat blokaj yapiimistir. Bu islemlerden sonra dokulara primer
antikorlar damlatiimistir. Buna gére SMC’ler igin anti-aSMA (kegi anti-fare) ve EC’ler
icin (keci anti-tavsan), kollajen tip I, tip lll ve tip IV icin (anti-fare) primer antikorlari
1/200 oraninda sulandirilarak kullaniimis, 1 saat boyunca inkiibe edilmislerdir. Bu
sire sonunda EC’lerde proksidaz icin sekonder olan ALP (kegi anti-tavsan) ve
floresan icin sekonder olan TRITC (esek anti-tavsan), SMC'ler, kollajen tip |, tip IlI, tip
IV icin de peroksidaz i¢in sekonder olan (kegi anti-fare) ve floresan igin sekonder
olan (keci anti-fare) FITC 1/100 oraninda sulandirilarak kullaniimis, 30-45 dk. inkiibe
edilmislerdir (Tablo 3.3.). Son olarak DAB (kullanima hazir) kahverengi igin,
BCIP/NBT de mavi rengini vermesi icin kromojen olarak uygulanmistir. Floresanda

cekirdek boyasi olarak DAPI kullanilmistir.

Tablo 3.3. ikili boyamada kullanilan primerler ve sekonderler.

ILK PRIMER IKINCi PRIMER iLK SEKONDER IKINCi SEKONDER

vWB anti- aSMA anti-fare, Kol | kegi anti-tavsan keci anti-fare

tavsan tip | anti-fare ALP, esek anti- peroksidaz, kegi anti-
tavsan TRITC fare FITC

oSMA anti-fare | vWB anti-tavsan keci anti-fare keci anti-fare FITC,
peroksidaz kegi anti-fare

peroksidaz

Kol tip | anti- vWB anti-tavsan keci anti-fare esek anti- tavsan

fare peroksidaz, kegi TRITC, kegi anti-
anti-fare FITC tavsan ALP
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3.2.9.2. Histolojik karakterizasyon
Vaskiiler greftlerin trikromla boyanmasi

Dokularin bulundugu lamlar ikiser kez ksilolde 10-15 dakika, ikiser kez %
96’lik, alkolde 10 dakika, birer kez % 80’lik alkolde 10 dakika slreyle tutulmustur.
Daha sonra distile suyla iyice yikanmis ve Bouin solusyonuyla (75 mL pikrik asit, 25
mL % 37-40'lik paraformaldehit ve 5 mL glasiyal asetikasit) 56 °C’de etiivde 1 saat
tutulmustur. Bu slire sonunda Ornekler ¢esme suyuyla yikanmis, 20 dakika
hematoksilende cekirdekleri boyanmistir. Tekrar cesme suyuyla yikanan 6rnekler
asit alkolden gegirilmis, tekrar yikanmis, amonyakli sudan gegirilmis, tekrar yikanmis
ve trikrom boyasinda 15-20 dakika tutulmustur. 2 dakika % 0.5’lik asetik asitte

tutulan ornekler ikiser kez alkolden gegirilmis, ksilolde tutulup kapatilmistir.

Vaskiiler greftlerin Verhoeff van Gieson’la boyanmasi

Hematoksilen, ferik kloriir ve iyodin solusyonuyla hazirlanan Verhoeff
(elastik doku boyasi), sulu asid fuksin ve satlire sulu pikrik asitle hazirlanan van
Gieson boyasiyla damarlardaki elastik fiberlerin varligi saptanmistir.

Once ksilolde, sonra sirasiyla % 100’liik alkol, % 95’lik alkol ve distile suda
bekletilen doku kesitleri Verhoeff solusyonunda 15 dakika tutulmus ve tekrar distile
su ile yikanmistir. % 2’lik ferik klorirle diferansiye edilen kesitler 1 dakika % 5’lik
sodyum tiyosulfatta bekletiimis ve 5 dakika musluk suyunda yikanmistir. Van
Gieson’da 1 dakika tutulan kesitler en son % 95’lik alkolde diferansiye edilmis ve
sirasiyla iki kez % 100’ltk alkolde ve iki kez ksilolde bekletilmis ve sonunda Uzerleri

lamelle kapatiimistir.

3.2.9.3. Vaskiiler greftlerin mekanik karakterizasyonu

Biyoreaktorde inklibe edilen 12 haftalik TEVG mekanik teste uygun sekilde
kesilerek hazirlanmistir. Mekanik test icin kesilen TEVG'in boyut olcimleri Sekil

3.4’deki gibi yapilmistir. TEVG’nin mekanik testi kurumasini engelleyecek tedbirler
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alinarak (islak olarak) oda sicakhginda Lloyd LRX5K model (Lloyd Instrument Limited,
Birlesik Krallik) mekanik test cihazi ile yapilmistir. Kuvvet sensori olarak 100
Newton’luk yikleme hicresi kullaniimistir. TEVG; test cihazinin gekme ¢enelerine
uygun sekilde tutturulduktan sonra ¢ene araligi 18 mm olarak 6lglilmustir. Dakikada
% 100 gerinim i¢in 18 mm/dk hizda ¢ekme testi uygulanmistir.

Mekanik test sonucu elde edilen grafikte orjinalinde kuvvet (Newton) olan
“y” ekseni kuvvet degil Megapascal degerinden stres (N/mm2) olarak yeniden
diizenlenmistir. Ayni grafikte orijinalinde uzama (mm) olan “x” ekseni de uzama

degil % degerinden gerinim (AL/Ly) olarak yeniden diizenlenmistir.

sekil 3.4. TEVG’nin mekanik analizi. A) Boyut &lctimleri, kesit alani (mm?): [(dis
cap/2)*-(ic cap/2)%]. B) Greftlerin mekanik testi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. PGA Meslerin Yiizey Modifikasyonu

Vaskiiler doku mihendisligi alanindaki hiicre tasiyici sistemler incelendiginde
kollajen, poli-4-hidroksibitirat (P4HB), polilaktik asit (PLA), poli(e-kaprolakton)
(PCL), PGA, polihidroksialkonat ve bunlarin ko-polimerleri ve/veya kompozitleri
degisik formlari kullanilmaktadir (21,84). Bunlar arasinda kollajen ve PGA 6ne ¢ikan
malzemeler olmakla birlikte henliz bu alanda istenilen kriterleri tagimamaktadir.
Daha 6nce bahsedildigi gibi kollajenin mekanik olarak dayaniminin az olmasi ve
kiltlir ortaminda bliziilme sorunlari nedeniyle kullanimi kisithidir. Literatirdeki
gelismeler incelendiginde (bakiniz Bolim 2.4) mekanik dayanikhlik ve sttur
ozelliklerinin kritik 6nem tasidigi vaskiler greftler, PGA fiberler kullanilarak elde
edilenlerdir. PGA doku mihendisligi alaninda, FDA tarafindan onayli olmasi,
biyobozunur olmasi, doku miihendisligine yonelik fiberler halinde Uretilmis olmasi,
yuksek gozenek yapisina sahip olmasi (% 98) ve kolay sekil almasi gibi iyi 6zelliklere
sahiptirler. Bu nedenlerden dolayr g¢alismamizda 1mm kalinliginda, 45 mg/mL
yogunlugunda ve % 97 bos hacme sahip ticari olarak elde edilen PGA mesler
kullanilmistir. Ancak PGA bu iyi 6zelliklerinin yaninda hidrofobik olmalari dolayisiyla
SMC ve EC'lerin kolay tutunmalari ve hizli cogalabilmeleri icin ylizey 6zelliklerinin
modifiye edilmeleri gerekmektedir.

Bu nedenle calismamizda PGA meslerin yizey hidrofilikligini arttirmak
amaciyla megler NaOH ile 1 dakika ve 3 dakika olmak lzere tepkimeye sokularak,
ylzeydeki ester gruplarinin hidrolize ugrayarak karboksilik asit ve hidroksil

gruplarina donismesi saglanmistir.

R;COOR; — R;COOH + R,0H

PGA megslerin NaOH ile hidroliz sonucu yiizey morfolojilerindeki degisim SEM
ile incelenmistir. islem gérmemis PGA meslerin caplari 15.21 + 0.11 pm (n=6) olarak

bulunmus ve yizeylerinin oldukga diizgiin oldugu izlenmistir (Sekil 4.1 A ve B). NaOH
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ile 1 dakika muamele edilen PGA mes ylizeylerinde herhangi bir degisiklik olmadigi
izlenirken caplarinda ise minimal bir azalma (14.69 + 0.64 um (n=6)) gorulmustur
(Sekil 4.1 C ve D). Meslerin NaoH ile 3 dakika muamele edilmesinin ardindan
caplarinin 13.37 + 0.34 um (n=6) oldugu gorilmis ve bu captaki belirgin azalmanin
yaninda bazi mes ylizeylerinde hidroliz sonucu asinmalar dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.1 C
ve D). Literatlrde benzer sekilde PGA mesler NaOH ile farkli zamanlarda muamele
edilerek, hidroliz zamaninin etkisi incelenmistir (85). 1 dakikanin sonunda PGA
fiberlerin molekil agirliklarinda, camsi gecis (Tg) ve erime (Tm ) sicaklik degerlerinde
bir degisim olmadigi saptanmis ve hidrolizin sadece fiberlerin ylizeyinde
gerceklestigi bildirilmistir. Ayrica NaOH ile muamele edilen ylzeylerin diiz kas hiicre
tutunmalarini iki kat artirdigi yapilan on calismalarimizla belirlenmis oldugu icin
ileriki bolimlerde vyapilan ¢alismalarda tim PGA mesler 1 dakika NaOH
muamelesine tabi tutulmustur.

PGA megslerin  kimyasal yapisi ATR-FTIR ile incelenmistir. ATR-FTIR
spektrumunda 2934 cm™de gozlemlenen pik C-H gerilmesine ve 1742 cm ™ deki pik,
esterdeki C=0 ve 1630 cm™deki pik, C=0 asetat uc gruplarina aittir. COO, CH (1415
cm™de), esterdeki C-O (1230 cm™) ve C-OH ug gruplar (1078 cm™) spektrumdan
izlenmektedir (Sekil 4.2). Bu pikler literatliirde verilen PGA igin verilen ATR-FTIR
spekrumlarindakilerle 6rtiismektedir (86). PGA meslerin NaOH ile 1 dakika ve 3
dakika muameleri sonunda alinan ATR-FTIR spektrumlari incelendiginde (Sekil 4.2,
PGA-1 ve PGA-3) ester grubuna ait C-O ve karbonil grubuna C=0 gerilmelerine ait
piklerde minimal azalmalar beklenirken bu izlenememistir. PGA ylizeyindeki bu
minimal degismelerin ancak XPS ile yapilacak elemental karbon ve oksijen analizi ile

daha isabetli olacagi distintlmistar.
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Sekil 4.1. SEM fotograflari. A, B) PGA mesler x300 ve x2000. C, D) NaOH modifiye
PGA mesler (1 dakika muamele edilmis) x300 ve x2000. E, F) NaOH modifiye PGA
mesler (3 dakika muamele edilmis) x300 ve x2000, (klgcik resim x2000).
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Sekil 4.2. PGA meslerin ATR-FTIR Spekturumu (PGA, PGA-1:NaOH ile 1 dakika
mumele edilmis, PGA-3: NaOH ile 3 dakika muamele edilmis).

4.2. Hiicrelerin Karakterizasyonu

Damar dokusunu olusturmak icin izole edilen ve belirlenen kosullarda
cogaltilan SMC ve EClerin fenotipleri 151k mikroskopu ile godzlenerek SMC’lerin
fuziform ve EC'lerin kaldirim tasi (cobblestone) goriinimiinde oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.3 ve 4.4). lleri karakterizasyon icin ©zgil proteinlerin varhg ise

immunohistokimyasal metotlarda tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. EC’lerin mikroskobik gortintls, A) x10, B) x20.

4.2.1. Alfa-Diiz Kas Aktin (a-SMA) Filamentlerinin Varhgi

Fuziform bicimli diz kas hicrelerinin sitoplazmasinda kasilmayla ilgili bir
protein olan o-diiz kas aktin (a-SMA) varligr gozlenmistir. Yaklasik olarak
sitoplazmanin tamamini dolduran filamentler kahverengi olarak boyanmistir (Sekil
4.5 A ve B). Sekilde negatif kontrol primer antikor kullanilanmadan sadece sekonder
antikorla inkiibasyon sonucunda elde edilmistir (Sekil 4.5 C). Floresan isaretleme
tekniginde ise alfa diiz kas aktin filamentlerinin varligi sitoplazmada yesil filamentler
olarak belirgin bir sekilde izlenmistir (Sekil 4.6). FITC isaretli diiz kas aktinlerinin
gozlenip, DAPI ile izlenen cekirdegin gorintilenmedigi filtre goriintlsi de alinmistir
(Sekil 4.6 B). Bu veriler 1siginda hiicrelerin vaskiler diiz kas oldugu ve alfa diiz kas

aktinleri salgiladiklari tespit edilmistir.
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4.2.2. Kalponin Ekspresyonu

Kalponin, aktin’e baglanan ve diz kas hiicrelerinin ince filamentlerinde

+2

bulunan bir proteindir (87). Miyozinin ATPaz aktivitesini inhibe eder ve Ca™*’a bagl
kasilmanin gerceklesmesini saglar (88).

Kasilmayi saglayan proteinlerden biri olan ve bu nedenle SMC’lerde eksprese
edilen bu proteinin varligi immunohistokimya teknigi ile yapilan boyamayla
gosterilerek SMC'lerin karakterizasyonu yapilmistir (Sekil 4.7). Kalponinin aktin
filamentlerine baglanmasi, aktin filamentlerinin de hicrelerin uzayarak yilzeye
tutunmay! saglayan uzantilarinda yogun olmasi tutunma nedeniyle kalponin
ekspresyonu bu bdlgelerde daha koyu renkli olarak izlenmektedir. Floresan
teknigiyle yapilan boyamalarda da hiicrelerde yer yer lokalize belirgin kalponin
boyanmasi izlenmistir (Sekil 4.8). Bu incelemeler sonucunda damar diz kas

hicrelerinde ifade edilen kalponin bu hiicrelerin diiz kas hicreleri oldugunu

belirlemistir.
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Sekil 4.5. Alfa diiz kas aktin ekpresyonu. A ve B) indirekt immunoperoksidaz teknigi
ile a-SMA (ok) pozitif vaskiler diz kas hiicreleri sitoplazmada kahverengi olarak
izlenmektedir pasaj 4, x20, x40. C) Negatif kontrol. Hematoksilen ¢ekirdek boyasi,
x40.
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Sekil 4.6. Alfa diiz kas aktin ekspresyonu. A) indirekt immunofloresan teknigi ile FITC
isaretli a-SMA ekspresyonunu gosteren vaskiiler diz kas hiicreleri, pasaj 4, x40.
B) Cekirdek boyasi DAPI eksite olmayan, Is filtre, DAPI ¢ekirdek boyasi, x40.

Sekil 4.7. Kalponin ekpresyonu. A) indirekt imunoperoksidaz teknigi ile kalponin
pozitif diz kas hicresi, kalponin sitoplazmada kahverengi olarak izlenmektedir,
pasaj 4, hematoksilen cekirdek boyasi, x40. B) indirekt imunoperoksidaz teknigi ile
negatif kontrol vaskiiler diiz kas hiicresi, pasaj 4. Hematoksilen ¢ekirdek boyasi, x40.
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Sekil 4.8. Kalponin ekspresyonu. Indirekt immunofloresan teknigi ile FITC isaretli
kalponin ekspresyonu gosteren vaskiler diiz kas hiicreleri, pasaj 4. DAPI-gekirdek
boyasi, A) x20, B) x40.

4.2.3. Miyozin Agir Zincirlerin (MHC) Ekspresyonu

Diz kas hiicrelerinde kasilmadan sorumlu bir diger protein olan “miyozin
agir zincir”in, anti-MHC antikoru ile yapilan isaretleme sonucunda sitoplazmik
uzantilari ile tutunan fuziform hicrelerin sitoplazmasinda oldukga yaygin immun
isaretleme gosterdigi gozlenmistir  (Sekil 4.9). Miyozin agir zincirlerinin
ekspresyonuna yonelik yapilan bu calismalar sonucunda hiicrelerin damar diiz kasi

Ozellikleri gosterdigi tespit edilmistir.

Sekil 4.9. Miyozin agir zinciri ekspresyonu. indirekt immunofloresan teknigi ile FITC
isaretli anti-miyozin pozitif pasaj 4 vaskiler diiz kas hicreleri. DAPI ¢ekirdek boyasi,
A) x20, B) x40.
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4.2.4. von Willebrand Faktér (VWB) Ekpresyonu

Istk mikroskobunda yapilan incelemede sitoplazmik uzantilariyla izlenen
hicrelerin hematoksilen ile boyanmis cekirdeklerinin yani sira sitoplazma
uzantilarinda farkli yogunlukta graniler oOzellikte peroksidaz ile isaretli von
Willebrand vezikulleri gorilmustir (Sekil 4.10). von Willebrand faktor sentezi yapan
bu hicreler endotel hiicresi olarak tanimlanmis ve indirekt immunoperoksidaz
yontemiyle sekonder kullaniimadan yapilan boyamayla da negatif gorintileri
alinmstir.

von Willebrand faktdér sentezinin immunofloresan isaretleme ile
belirlenmesinde, floresan mikroskobunda Is; filtrede eksite olan FITC isaretli von
Willebrand faktor yesil renkli gértiiniimiyle sitoplazmik uzantilar icersinde ve A (UV)
filtresi kullanilarak yapilan DAPI ile mavi boyanmis cekirdeklerin etrafinda hiicre

sitoplazmasinda farkh yogunluklarda grandler sekilde gérilmustir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. von Willebrand faktér ekspresyonu. A) indirekt imunoperoksidaz teknigi
ile VWB pozitif pasaj 4 endotel hiicresi (ok), x40. B) indirekt immunoperoksidaz
teknigi ile negatif kontrol, pasaj 4 endotel hiicresi. Hematoksilen c¢ekirdek boyasi,
x40.
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Sekil 4.11. von Willebrand faktor ekspresyonu. A) indirekt immunofloresan teknigi
ile FITC ile isaretli von Willbrand faktor pozitif pasaj 4 endotel hiicresi, x40. B)
indirekt immunofloresan teknigi ile negatif kontrol pasaj 4. DAPI ¢ekirdek boyasi,
x40.

4.3. SMC ve EC Hiicrelerin Biiyiime Egrileri

Duz kas hicrelerinin (P/4) ve endotel hicrelerinin (P/4) c¢ogalma
ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla bolim 3.2.3.’de verildigi gibi standart kiltir
sartlarinda blyume egrileri g¢ahlsilarak sirasiyla Sekil 4.12 ve 4.13 verilmistir.
Blylume grafikleriden de gorilecegi gibi SMC'ler hemen eksponansiyel ireme
asamasina girmisler ve 8. glinden itibaren hicre sayilari, hiicrelerin kontakt
inhibisyona girmesi ve ortamdaki hicresel atiklarin varligi nedeniyle azalmaya
baslamistir. Bliyume grafiklerinden SMC’ler icin ikilenme siresi (d) 29 saat olarak
bulunmustur. Benzer sekilde P/4’de ekilen endotel hiicrelerin biytime grafikleri
incelendiginde, hiicre sayilarinin eksponansiyel olarak arttigi, 9. ginden sonra ise
kontakt inhibisyondan dolayi azalmaya bagladigi gézlenmistir. Bu hicrelerin diz kas
hiicrelerine gore daha yavas cogaldiklari izlenmis ve ikilenme siresi 48 saat olarak

bulunmustur.



66

Hiicre Sayisi

4,50E+05
4,00E+05
3,50E+05
3,00E+05
2,50E+05
2,00E+05
1,50E+05
1,00E+05
5,00E+04
0,00E+00

5 6 7

Zaman (Giin)

Sekil 4.12. Diiz kas hicrelerinin bliyime egrisi.
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Zaman (Giin)
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Sekil 4.13. Endotel hiicrelerinin blylime egrisi.
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4.4. Doku Miihendisligi Vaskiiler Greftlerin Makroskopik Sonuglari

Damar dokusunun olusumuna zamanin etkisini incelemek amaciyla 4, 6, 8 ve
12 haftalik olmak Uzere farkli sirelerde inkiibe edilen damar greftleri belirtilen
siirelerin sonunda biyoreaktérden kesilerek alinmis ve incelenmistir. ikinci haftadan
sonra diiz kas hticrelerinin PGA mesler lizerinde katmanlastigi ve damar dokusunu
olusturmaya basladigl makroskopik olarak izlenmistir. Ancak 4 ve 6 hafta sonunda
¢ikarilan damarlarin heniliz olgunlasmadigi ve yeterli duvar kalinhigina ulasmadigi
makroskopik olarak goézlenmis, bununla beraber bu gen¢ damarlarda diz kas
hiicreleri arasinda olusmasi beklenen baglanti birimlerinin tamamlanarak daha
saglam ve daha siki diz kas tabakasinin sekillenmesi icin biraz daha zamana
gereksinim oldugu distinulmustlr. Ayrica 4 ve 6 haftalik damarlarin heniiz ¢ok geng
olmasi nedeniyle yeterli miktarda elastin ve kollajen gibi doku bitiinligini saglayan
hicrelerarasi fibrilleri salgilayamadigi imminohistokimyasal olarak incelendiginde
saptanmis, bununla beraber ortamda hala PGA meslerin varligi gézlenmis ve bu
nedenle inklibasyon siresinin uzatilmasina karar verilmistir. Literatlrdeki bilgilere
gore SMC'ler yliksek serum ortaminda prolifere olma egilimindeyken azalan serum
miktarlarinda duragan evreye girerek prolifere olmak yerine ekstraselliler matriks
elemanlarini salgilamaktadirlar (60,89). Bu nedenle kollajen olusumunu indiklemek
icin besi ortamindaki serum miktarinin 6. haftadan sonra % 20’den FBS dereceli
olarak % 1’e azaltilmasina karar verilmistir. Ayni zamanda EC’lerin duragan evredeki
SMC'’ler Gzerine daha iyi tutunup yayildiklari ve tek sirali bir tabaka olusturduklari
bilinmektedir (62). Bu durum da azalan serum miktariyla birlikte EC’lerin ekimi
sirasinda daha uygun bir ortamin olusturulmasi agisindan avantaj saglamaktadir.
Bunun yaninda ilk haftalarda SMC’lerin makroskobik olarak doku olusturmaya
basladiginin gozlenmesinin sonucunda dokunun yavas kalinlasmasi Uzerine her
besiyeri degisiminde hicrelerin prolifere olmasini indikleyen PDGF'den (90) 50 ng
reaktorlere eklenmistir. Dokunun belli bir kaliniga ulasmasi sonucunda biliyliime
faktora kesilmis ve serum dereceli olarak azaltilmistir. Bu sartlarda insa edilen 12

haftalik TEVG’lerin gorintileri Sekil 4.14’de verilmistir.
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Damar dis ¢api: ~ 3.8 mm
Damar duvar kalinligi:~ 0.9 mm

Sekil 4.14. Doku Mihendisligi ile Uretilmis 12 haftalik damar 6rnegi goruntdleri.
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12 haftalik inkiibasyon siresi sonunda elde edilen damarin morfolojisi tipik bir
koroner arter benzeri olup, dis cap! 3.8 mm ve duvar kalinhgi ise 0.9 mm olarak
Olctilmustlir. Damar yapisinda PGA meglerin kalmadigi ileriki bolimlerde verilecek
immunohistokimyasal testler ile ispatlanmistir. Kiltlr siiresinin damar dokusunun
olusumuna etkisi, SMC’ler igin alfa-dliz kas aktinlerin varligi, ekstraselliler matriks
elemani olarak kollajen cesitleri, elastin varligi ve endotelyumun olusumu

immunohistokimyasal olarak degerlendirilmistir.

4.5. Doku Miihendisligi Vaskiiler Greftlerin immunhistokimyasal Ozellikleri
4.5.1. Kiiltiir Zamaninin Damar Morfolojisine Etkisi

4 ve 6 Haftalik TEVG orneklerin (Sekil 4.15-17) H&E boyamalarinda damar
dokusundaki hiicre populasyonunun limen etrafinda yogun ve birbirleriyle yakin
iliskide c¢ogaldiklari izlenmistir. 4 Haftallk damarlarda (Sekil 4.15) SMC’lerin
morfolojik yapilari istenilen fuziform seklinde olmamasina ragmen yan yana ve Ust
Uste dizilimler olusturmasi yapilanmanin baslangi¢ asamasinda oldugu izlenimini
vermektedir. 4 haftalik damar hentiz ¢ok geng oldugu icin kas dokusu ¢ok ince olup
kesit alma sirasinda sorun yasanarak duvar butlUnlGgl bozulup, pargalanmistir;
dolayisiyla damar duvarini olusturan diz kas hicreleri arasinda yer yer bosluklar
gorilmektedir. Hicrelerin arasinda parlak pembe renkli PGA meslerin varhgi,
bunlarin heniiz tam olarak degradasyona ugramadigini géstermektedir. 6 haftalik
damarlarin (Sekil 4.14 - 4.15) kesitlerinde ise SMC'lerin ince uzun fuziform bicimini
almaya basladiklari gézlenmistir. Limen etrafinda yan yana ve Ust Uste dizilmis
SMC’ler ortada vyassi cekirdekleri ve yassilasmis fuziform bicimleri ile tabaka
olusturmaya baslamistir. Hemen limen kenarindan biraz daha derinlerindeki diiz
kaslarin sikica paketlenmis olduklari neredeyse bir tabaka dizenlenmesi
gosterdikleri dikkat cekmektedir. Ancak damarin periferinde ise heniliz tam
sikilasmamis hiicreler ve acikliklar izlenmektedir. i¢c kissmda liimene komsu hiicre
aralarinda ise parcalanmis ama henliz tam olarak absorblanmamis mesler okla

gosterilmistir. Bu damarda tabaka olusturacak bicimde birbirine yaklasmis ve
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aralarinda belki de baglanti birimlerinin olustugu SMC’lerin kasilma gosteren
hicrelere benzer sekilde ince ve kivriktir. Periferdeki SMC'lerin de fuziform
sekillerinde belirginlesme ve gekirdeklerinin uzamaya, oval bigim almaya basladiklari

okla gosterilmistir.

Sekil 4.15. 4 Haftalik damar 6rneginde H&E boyamasi. Acgik renkli oklarla diiz kas
hicrelerinin gekirdekleri hematoksilen boyasi ile koyu mavi, sitoplazmalari eozin ile
pembe boyanmis olarak gosterilirken koyu renkli oklarla pargalanmamis PGA mes
parcalari gosterilmektedir. Hematoksilen eozin boyamasi, A) x5, B) x40.
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Sekil 4.16. 6 Haftalik damar 6rneginde H&E boyamasi. PGA mes pargalari damar
[imenine yakin, ok ile izlenmektedir, A) x5, B) x10.
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Sekil 4.17. 6 Haftalik damar 6rneginde H&E boyamasi (yliksek biyitme). A) Daha
siki diizenlenmis ve kasilma fenotipinteki diiz kas hicreleri (agik renk ok) ve heniiz
absorblanmamis PGA mes parcalari (koyu renk ok). B) Oklar fuziform seklini almis ve
cekirdekleri uzamaya baslamis SMC'leri gostermektedir, A) x20, B) x40.



73

Damar orneklerinin 4 ve 6 haftalik yapilari karsilastirildiginda (Sekil 4.18) 6
haftalik damarlarda daha siki ve diizenli bir doku olustugu ve hiicre sayisinin daha
fazla oldugu gézlenmistir. 4 haftalik damarlarda SMC’lerin yana ve st Uste dizilimler
olusturmasi yapilanmanin baslangic asamasinda oldugu buna karsilik 6 haftalik
damarlarin kesitlerinde SMC’lerin ince uzun fuziform bigimli olduklari ve kasilabilir
duruma kismen de olsa geldikleri izlenmistir. Ancak hiicrelerarasi acikliklarin
bulunmasi yeterli kollajen ve elastinin sentezlenmedigi ve hicre sayisinin az
olmasindan kaynaklandigi diistintlmektedir. 4 haftalik damar kesitinde PGA mesler
daha ¢ok izlenmekte olup, 6 haftalik damar kesitlerinde ise PGA megslerin yerini
hiicrelerin aldigl ve bunlarin neredeyse kayboldugu gorilmektedir.

Bu bulgular dogrultusunda damar yapilanmasinin olgunlasmasi ve diiz kas
hicreleri arasinda olusmasi beklenen baglanti birimlerinin tamamlanarak saglam,
yogun ve siki diz kas tabakasinin sekillenmesi icin biraz daha zamana gereksinim
oldugu dislnilmustir. Ayrica 4 ve 6 haftalik damarlarin heniliz cok geng¢ olmasi
nedeniyle yeterli miktarda elastin ve kollajen gibi doku butinlGgini saglayan
hiicrelerarasi fibrilleri salgilayamadigi diisiiniilmektedir. Bu veriler dogrultusunda
bundan sonraki damar dokularinda biyoreaktérde inklibasyon stresi 8 ve 12 hafta
tutulmustur.

inkiibasyon siiresinin 8 haftaya uzatilmasi sonucu damar kesitleri
incelendiginde belirginlesmis bir orta tabaka (T.M.) ve bu genis alanda mavi-yesil
renkli kollajen fibriller arasinda diz kas hicrelerinin birbirlerine tutunarak
tabakalanma gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.19). Sekil 4.1’da liimen yizeyinde
ekilen endotel hiicreler belirgin olarak gdzlenmektedir. Endotellerin Gizerine ekildigi
kollajen tabakasi, tahminimizce miktari fazla geldigi icin (10 pl/cm?) kalin bir katman

halinde gozlenmektedir (Sekil 4.19 A).
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Sekil 4.18. A) 4 Haftalik ve B) 6 Haftalik damarlarin karsilastiriimasi. Pargalanmamis
PGA fiberleri (kivrimli ok) ve uzamis diz kas hicreleri (acik ok). Hematoksilen
cekirdek boyamasi, A) ve B) x40.
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Sekil 4.19. 8 Haftallk damarda Masson’s trikrom boyamasi. A) Damardan alinan
enine kesitte endotelden olusan i¢ tabaka, diiz kas hticrelerinden olusan orta tabaka
(T.M.) ve kollajen tabakasi oldugu dusiiniilen ve subendotelde yerlesmis katman
(yrldiz), x20. B) diiz kas hticrelerinin birbirlerine tutunarak tabakalanma gosterdigi ve
okla gosterilen endotel hiicre dizisi gorilmektedir. Masson’s trikrom, x40.
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Genel bilgilerde bahsedildigi gibi kan damarinin mekanik glici temel olarak
orta tabakadaki SMC'lerin kasilma yeteneklerine, kollajen (% 27- 40) ve elastin
varligina baglidir. Kollajen fiberleri gerilme direncinin saglanmasinda ana etkendir
ve boylelikle damarin patlamaya karsi olan yapisal bitlinlGglint saglarlar. Kollajen
fiberleri capraz baglar ile organize olduklarinda damarin mekanik dayanimini
artirirlar.

Bu nedenle calismalarimizda Vitamin C eklenmesi kollajen miktarini
artirirken bakir iyonu ve aminoasitlerin eklenmesi ¢apraz bag olusumunu
artirmaktadir. Diger taraftan hiicrelerin daha g¢ok kollajen sentezini indiklemesi igin
biyoreaktorde kullanilan besi ortaminda serum miktari, inkiibasyon siiresi boyunca
% 20’den % 1’e dereceli olarak distrilmustir. Bu sartlarda hazirlanan damar 6rnegi
canli damar morfolojisine ¢cok benzer bir goriniime sahip oldugu Sekil 4.20’de
gorilmektedir. 0.9 mm duvar kalinliginda olan damarin histolojisi incelendiginde;
yogun ve kalin kollajen fibrillerden olusan belirgin ve kalin bir orta tabaka ve yine bu

tabakada fibriller arasinda konumlanmis diiz kas hticreleri acik¢a gortilmektedir.
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Sekil 4.20. 12 Haftalik damarda Masson’s trikrom boyamasi. Kalin bir tabakalanma
gosteren diiz kas hicrelerinin kirmizi gekirdekleri (koyu ok) ve mavi-yesil renkli

kollajen oldugu distlintlen tabaka (yildiz) goriilmektedir. Masson’s trikrom, A) x2.5,
B) x20).
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4.5.2. Alfa-Diiz Kas Aktin Sentezi

aSMA, aktin proteinlerinin icinde vaskiler diiz kas hticrelerinde agirhkli
olarak bulunan bir aktin izoformudur (91). Diger organlarin diiz kas hticrelerinde y-
aktin agirhkli olarak bulunurken vaskiiler diiz kas hicrelerinde ve perisitlerde
aSMA’nin bulunmasi bu hicrelerin farklilasmasi ve kan damarlarinin patolojik
hastaliklarinda rolii oldugunu distindlirmustir (92). Stroma hiicrelerinde aSMA’nin
yogun olarak bulunmasi ve bu hicreler farklilasirken vaskiler diiz kas hiicrelerinin
farklilasma yolunu izlemesi de bu gorisii desteklemektedir (93).

Bu nedenle farkli kiltlir zamanlarindaki damar yapilarinda aSMA’nin varhigi
ve yogunlugu gozlenmistir. Orta tabakanin kasilabilir 6zellikteki diiz kas hiicrelerinin
tim damar yapilarinda varhigi diiz kas aktin sentezi ile gosterilmistir (Sekil 4.21-25).
4 haftalik damar orneklerinde diiz kas hiicrelerinde alfa diz kas aktin sentezinin
baslamis oldugu ama az siddette immunreaktivite gosterdigi saptanmistir (Sekil
4.21). 6 haftalik damar kesitlerinde yer alan diiz kas hiicrelerinin alfa diiz kas aktin
immunreaktivitesinin daha siddetli oldugu gozlenmistir. 8 haftalik damar
kesitlerinde aSMA’nin daha yogun boyandigi izlenmis fakat en yogun boyanmanin
12 haftalik damar kesitlerinde oldugu gorilmdistir. Bunun sebebi hem hiicre
sayisinin artmis olmasindan dolaylr daha yogun boyanmanin gorilmesi olabilecegi
gibi, SMC’lerin kasilir konumda olmasiyla bu proteinlerin ekspresyonunun daha

yogun gozlenmesi de beklenmektedir.
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Sekil 4.21. 4 Haftalik damarda alfa diiz kas aktin ekspresyonu. A) 4 haftalik damarda
lacivert-mor gekirdeklerin gevresinde pozitif reaksiyon gosteren sitoplazmik alfa diiz
kas aktin varligi acik okla, pargalanmamis PGA mes pargalari koyu okla gosterilmistir,
hematoksilen cekirdek boyasi, x40. B) 4 haftalik damarda alfa diiz kas aktin icin
yapilan negatif kontrol. Koyu oklarla gosterilen PGA mes parcalari ve acik oklarla
gosterilen hiicre ¢ekirdekleri gozlenmektedir, aSMA, negatif kontrol. Hematoksilen
cekirdek boyasi, x40.
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Sekil 4.22. 6 Haftalik damarda alfa diiz kas aktin ekspresyonu. A) 6 haftalik damarda
alfa diiz kas aktin boyamasi negatif kontroll. Limende absorblanmamis PGA mes
parcalari gorilmektedir (koyu renkli ok), x10. B) 6 haftalik damarda alfa diz kas
aktin boyamasi. Limende PGA mes pargalari (koyu renkli ok) ve diiz kas hicrelerinin
uzamis sitoplazmalari gorilmektedir (agik renkli ok), a-SMA, negatif kontrol.
Hematoksilen cekirdek boyasi, x20.
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Sekil 4.23. 8 Haftalik damarda alfa diiz kas aktin ekspresyonu. Damardaki diiz kas
hiicrelerinin alfa diz kas aktin immunreaksiyonu gozlenmektedir. Hematoksilen,
indirekt immunoperoksidaz, x20.
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Sekil 4.24. 12 Haftalik damarda alfa diiz kas aktin ekspresyonu (peroksidaz). A) 12
Haftalik damar o6rneginde gerceklestirilen indirekt immunoperoksidaz ile boyanmis
alfa diz kas aktin reaksiyonu (ok) izlenmektedir, x10. B) diz kas hicrelerinin
olusturdugu orta tabaka yiksek blylutmede gorilmektedir. Hematoksilen, indirekt
immunoperoksidaz, x20.
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Diiz kas hiicrelerinin sitoplazmalarinda immunofloresan teknigi kullanilarak

yerlesmis a-SMC FITC isaretleme ile Sekil 4.23’de gosterilmistir.

Sekil 4.25. 12 Haftalik damarin alfa diiz kas aktin ekspresyonu (floresan). A) 12
haftalik ve endotellerle 10 giin boyunca inkiibe edilmis damar 6rneginin kiictik
blyltmede izlenen genel yapisi, x10. B) FITC ile isaretli alfa diiz kas aktini isaretli diiz
kas hiicreleri yesil renkte (beyaz ok), DAPI ¢ekirdek boyasiyla boyanmis c¢ekirdekler
de mavi renkte (kirmizi ok) izlenmektedir. DAPI, indirekt immunofloresan, x40.
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4.5.3. Elastin Sentezi

Elastin, arter duvarinin kuru agirhginin yaklasik % 50’si kadarini olusturan en
baskin ekstraselliler matriks elemanidir (94). SMC'lerin tropoelastin monomeri
olarak salgiladigi ve sonra bunlarin ¢apraz baglarla elastini olusturduklari
bilinmektedir. Arterlerin orta tabakasindaki elastik lamelleri kasilabilir elastik
halkalarla meydana getiren elastin hidrofobik, ¢ozlinlr ve glikolize edilmemis bir
proteindir (95). Elastin damarlarin elastik karakterinden sorumludur, yik altinda
damarin zarar gormeden sekle girmesini ve yik kalkinca da eski haline dénmesini
saglar. Elastin sentezi, ECM’nin elastaz enzimi araciligiyla pargalanmaya
(degradasyona) ugramasindan olumsuz yonde etkilenebilir, bu durum da
ateroskleroz gibi hastaliklarin ilerlemesinde 6nemli bir etmeni olusturur (96).
Elastin, damara esneklik saglamasinin  yaninda damar hicrelerinin
diizenlenlenmesini ve islevini de etkileyen etmenlerden birisidir. Yapilan bir
calismada farelerde elastin geni bastirilmis ve fareler subendotel proliferasyonu ve
diiz kas hdicrelerinin dizenlenmesinden kaynaklanan ateroskleroz sebebiyle
O0lmuslerdir. Fakat elastin yoklugunun dogrudan inflamasyon ve pihti olusumuyla
ilgili oldugu dustinilmemektedir (97).

Yukarida sayillan bu nedenlerle elastinin varhgl oOzellikle elastik arterler
acisindan olduk¢ca 6nemli olmakla birlikte literatiir kisminda verildigi gibi bircok
TEVG’lerde elastine rastlanmamistir.  Sentetik doku iskelelerinde elastin
biyosentezinin doku iskelesinin parcalanmasiyla meydana gelen atik molekillerin
(6rn; glikolik asit), hicrelerin matriks proteinlerinin  yapisini  etkiledigi
dislintlmektedir. In vivo’da yiritilen bazi deneylerde bu greft yapilarinin yeterli
mekanik glice sahip olmasina ragmen bu greftlerde gézlenen kalici deformasyonun
sebebinin, elastinin henliz ¢apraz baglanarak organize bir yapi olusturmadigi, bu
nedenle elastik karakterin istenilen olglide olmadig belirtilmistir (95). Fakat bir
damarin bitlnliginin saglanmasi agisindan elastinin ¢capraz baglanmasinin dnemi
blylktir. Bu nedenle galismamizda elastinin varliginin saptanmasi igin Verhoeff

boyamasi yapilmistir.
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4 haftalik damar kesitlerinde elastin igin yapilan Verhoeff boyamasinda, kesit
alirken parcalanmis diiz kas dokusunda birbirinden ayrilmis hiicre topluluklari ve
bosluklar gozlenmistir. Sekil 4.28'de egri oklarla gosterilen ve elastin sentezinin
baslamis oldugunu dislindiren ince ipliksi yapilar goriilmiis ancak net olarak
hicreler arasinda uzun elastin fibrillerin varligina rastlanmamistir. Damarin heniiz
¢ok geng olmasi nedeniyle yeterli miktarda elastin ve kollajen gibi doku bitinlGgina
saglayan hicrelerarasi fibrilleri yeteri derecede salgilayamadigi diistinilmektedir. Bu
nedenle henliz ¢apraz baglanmamis elastin fiberlerinin ortamda mevcutsa bile
yetersiz testler yliziinden saptanamamis olabilecegi diislintilmektedir.

6 haftalik damarda, elastik lameller icin yapilan Verhoeff boyamasinda
damar duvarini olusturan diiz kas hiicreleri yer yer sikica paketlenmis olarak
izlenmektedir (Sekil 4.27). Ancak diz kas hicrelerinin heniiz gen¢ olmasi ve
organizasyonunu tamamlamamis olmasi nedeniyle elastik lamellerin yapilanmasi
izlenmemistir. Hlcrelerarasi baglanti birimleri de tiim tabaka boyunca olusmamis
olup hicre dizileri arasinda yer yer bosluklar gézlenmektedir. Ancak acik oklarla
gosterilen gruplarda hicrelerin birbirine sikica baglanmis gorintileri dikkat
¢ekmektedir. Limene yakin taraftaki hiicrelerin arasinda koyu renkle boyanmis ve
parcalanmamis PGA mesler izlenmektedir.

8 haftalik damar kesitinde Verhoeff van Gieson boyamasi sonucunda okla
gosterilen alanlarda diiz kas hiicreleri arasinda ince kivrimli lacivert siyah renk
elastin iceren fibrillerin varhg izlenmistir. 6 haftalik damarlarda bu sekilde uzun
fibriler halde elastin goérilmemesine karsin kiicik, lacivert-siyah renkte gorilen ve
elastin sentezinin basladigini diisiindiirmektedir. inkiibasyon siiresi arttikca hem
hiicre sayisinin hem hiicreler arasi baglantilarin artmasiyla daha siki bir tabakalanma
gozlenmis hem de 6 haftalik damarda basladigl distinilen elastin sentezi, 8 haftalik
damarda fibriler halde saptanmistir (Sekil 4.28).

Elastin fiberlerin sentezinin molekiler yolaklari aciklandikca bu siirecin daha
karmasik oldugu ve pek ¢ok parametreden etkilendigi anlasiilmaktadir. Bu nedenle
elastin sentezinin molekiiler seviyede incelenip degerlendirilmesi, kullanilan doku

iskelelerinin yapisi, tropoelastin - reseptor iliskileri ve kiltlriin dinamik kosullarda
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gerceklestirilerek biyokimyasal sinyallerin arttirilmasi lizerine daha fazla calismanin
yapilmasi gerekmektedir. Elastin fiberlerin ¢apraz baglanmadan ortamda
bulunabildigi goz 6nline alindiginda daha spesifik boyamalarin yapilmasi bizlere

damarin elastik karakteri hakkinda daha ayrintili bilgi verecegi distinilmektedir.

Sekil 4.26. 4 Haftalik damar 6rneginde Verhoeff boyamasi. Egri oklarla gosterilen ve
elastin sentezinin baslamis oldugunu dislindiren ince ipliksi yapilari ve ok ile isaret
edilen parlak kiremit kirmizisi-kahverengi bolgeler PGA fiberlerini gostermektedir.
Verhoeff van Gieson, x20.
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Sekil 4.27. 6 Haftalik damarda Verhoeff boyamasi. Diz kas hiicrelerinin ince, uzun
ve fuziform vyapilari cekirdeklerinin yer yer kasilabilen hicrelerin cekirdegini
hatirlatir bicimde ince sikismis kivrimli gérinlimleri izlenmektedir (agik ok). Ancak
Verhoeff ile boyanmis belirgin elastik lameller gérilmemistir. Verhoeff van Gieson,
x40.

Sekil 4.28. 8 Haftalik damar 6rneginde Verhoeff boyamasi. Okla gosterilen alanda
diz kas hicreleri arasinda ince kivrimli lacivert siyah renkli elastin fibriller
izlenmektedir. Verhoeff van Gieson, x40.
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Sekil 4.29. 12 Haftalik damar 6rneginde Verhoeff boyamasi. Endotellerle 10 giin
boyunca inkiibe edilmis damar 6rneginde verhoeff ile boyanmis damar kesitinde
[imene komsu olan endotel tabakasi altinda kollajen oldugu dustnilen kollajen
tabakasi ve disinda diiz kas hicrelerinden olusan oldukga kalin bir orta tabaka
gozlenmektedir. Verhoeff van Gieson, A) x2.5, B) x5.
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4.5.4. Kollajen Tip | ve 11l Dagilimi

Normal bir damarin mekanik dayanakhihgini ve yapisal batanlGlGgina
SMC'lerin salgiladigl bir ekstraselliler matriks proteini olan kollajen saglar. Kollajen,
damara uzama/gerilme guni katar, boylece damar yapisi bozulmadan bir butin
halinde kalabilir. Damara uygulanan gerginlik ile blylime faktorleri, askorbik asit
(vitamin C) ve aminoasitlerin besi yerine eklenmesinin kollajen salgisini arttirdigi
yoninde bilgiler literatiirde mevcuttur (98). Kollajen fiberlerin ¢apraz baglanmasi
¢cok onemlidir. Boylece ekstraselliler matriksteki metalloproteinaz ve benzeri
enzimlerin kendilerini parcalamalarina karsi daha dayanikh olurlar. Bu ¢apraz
baglanmayi saglayan enzimleri aktive eden etmenlerden biri bakir (Cu) elementidir.
Bu bilgilerden yola cikilarak bu calismada da kollajen salgisinin arttirillip capraz
baglanmanin saglanabilmesi icin besi ortamina CuSO,4 ve diizenli olarak askorbik asit
eklenmistir.

TEVG’lerde kollajenin varligi ve toplam ylzdesi kadar 6nemli bir konu da ne
cesit kollajen dagiliminin oldugudur. Canli damarlarda orta tabakanin baslica
kollajen gesitleri tip | ve tip 1II'tlir (99). Bunlarin gesidi ve orani yasa ve bulundugu
bolgeye gore degiskenlik gostermektedir. Kollajen tip | gevsek ve yogun bag
dokularinda bulunur. Viicut kollajeninin % 90 kadarini olustursa da daha ziyade
kemik, dis gibi daha sert dokularda bulunur ciinki kollajen tip | dokunun mekanik
kuvvetlere ve gerinime karsi gicli olmasini saglar. Kollajen tip Ill esneme 6zelligi
gosteren organlarin bag dokularinda bulunur. Bunlardan birisi de kan damarlaridir.
Tip Il kollajen kan damarlarina yapisal destek ve elastiklik saglar (9).

Kollajen tip IV ise epitelyum hiicrelerin bazal laminalarini doser. Boylelikle
hem destek hem de filtrasyon gorevinde bulunur. Bahsedilen diger kollajen
tiplerinden farkli olarak yapisi fibriller degildir (9). Kollajen tip IV boyamalarimizdan
iyi sonu¢ elde edemememizin nedeni, endotel hiicrelerinin heniiz subendotel
tabakayi olusturacak zamana sahip olmadigi seklinde yorumlanabilir. Statik kosullar
altinda gerceklestirilen kiltirlerde herhangi bir akis ve atim uygulanmadigi icin
endotellerin sadece kollajen substrati araciligiyla diiz kaslarla baglanti kurarak

endotelyumu olusturdugu fakat gercek bir damarda oldugu gibi heniiz Iimen
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boyunca uzamayarak gerekli proteinleri ve vazoaktif molekilleri salgilayacak
duruma gelmedigini diisinmek mimkindir. Sekil 4.30 ve 4.31’da 8 ve 12 haftalik
damar kesitlerinde indirekt immunoperoksidaz ile boyanmis kollajen tip I'in yaygin
dagihmi izlenirken tip 1l kollajen fibrillerinin daha az sayida ve ¢ok ince oldugu

gorilmektedir.

Sekil 4.30. 8 Haftalik damar kesitinde indirek immunoperoksidaz ile boyanmis
kollajen Tip | ve Tip lll reaktivitesi. A) Koyu kahverengi ile boyanmis kollajen Tip |
fibrillerinin orta tabakada baskin ve yaygin dagilimi, x20. B) Zayif kollajen Tip Il
dagilimi. Hematoksilen, indirekt immunoperoksidaz, x20.
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Sekil 4.31. 12 Haftalik damar kesitinde indirek immunoperoksidaz ile boyanmis
kollajen tip | ve tip Il reaktivitesi. A) Kollajen tip | fibrillerinin orta tabakada yaygin
dagihmi gézlenmektedir, x10. B) Tip Ill fibrillerinin az sayida ve ¢ok ince (ok) oldugu
izlenmektedir. Hematoksilen, indirekt immunoperoksidaz, x20.
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12 Haftalik damar kesitlerinde FITC ile isaretli kollajen tip I, tip Ill, tip IV
antikorlarinin dagilimlari Sekil 4.32-33’de gorilmektedir. Kollajen Tip | oldukca
yaygin olarak orta tabaka bolgesinde izlenirken, kollajen tip Il reaktivitesine az
rastlanilmistir. Endotel bazal laminasinda bulunmasi beklenen kollajen tip IV igin
yapilan immunohistokimya analizinde ise immunreaktivitenin goérilmemesi, heniiz
endotel hicrelerinden bazal lamina olusturmak icin gerekli salglyr yapacak yeterli

slireye sahip olmadigi seklinde yorumlanmustir.

Sekil 4.32. 12 Haftalik damar kesitlerinde kollajen tip Il floresan goriintisi, FITC ile
isaretli kollajen tip Il dagilimi. DAPI gekirdek boyasiyla boyanmis cekirdekler de
mavi renkte gortlmektedir. DAPI, indirekt immunfloresan, x10.
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Sekil 4.33. 12 Haftalik damar kesitlerinde kollajen tip | floresan goriintisi. FITC ile
isaretli kollajen tip | yesil renkte, DAPI ¢ekirdek boyasiyla boyanmis c¢ekirdekler de
mavi renkte izlenmektedir. DAPI, indirekt immunfloresan, A) x20, B) x40.
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4.5.5. Endotelyum

ideal bir biyolojik greft, kesintisiz tek sira endotel hiicrelerden meydana
gelen bir endotelyuma ve iyi farklilasmis diiz kas hiicrelerine sahip olmalidir.
Endotelyumun damarin i¢ tabakasinda tek sira halinde olan devaml kapiller dizilimi
onun damardaki en islevsel durumunu ifade eder. Endotelyumun kan akisi sirasinda
pihtilasmayan bir ylizey olusturacak molekiilleri salgilamasi ve kan ile subendotel
dokular arasinda bir bariyer olusturmasi bakimindan elde edilecek greftlerde
mutlaka dlzglin bir yapida olmasi gerekmektedir. Ancak tek sira endotelyumu
olusturmanin in-vitro kosullarda zor oldugunu arastirmalar géstermistir. Bu nedenle
literatirde bircok ko-kiltir modelleri olusturulmus ve EC'lerin, SMC'lerin
olusturdugu orta tabakaya tutunmasini saglamak igin bir¢cok ekstraseliiler matriks
elemani denenmistir (bakiniz bélim 2.2.5). Benzer sekilde laboratuvarimizda yapilan
calismalarda ko-kiltir modeli olusturulmus ve ekstraseliiler matriks elemani olarak
kollajen, hyallronik asit, fibronektin ve bunlarin karisimlari, olusturulan bu ko-kalttr
modellerinde kullaniimistir. Ancak bu calismalar sonucunda genel olarak kullanilan
tim substratlarda EC’lerin tabakalanmis SMC'ler (Uizerinde kimeler halinde
bulundugu, beklenildigi gibi yayilmadigi tespit edilmistir. Benzer sonuclar literatiirde
de mevcuttur (83). Bu nedenle endotelyumun olusturulmasinin 3-boyutlu bir yapida
yani media tabakasi olustuktan sonra biyoreaktdor ortamin olusturulmasinin daha
gercekgi bir yaklasim oldugu distnilmustdr.

Bu amacla statik kosullar altinda olgunlastirilan damar 6rneklerinden 8 hafta
ve 12 haftalik damar 6rneklerinde endotelyum olusturma galismalari yapiimistir.
Endotelyumun diiz kas hiicresi tabakasina tutunmasini kolaylastiracak bir substrat
olan kollajen ¢ozeltisi kullanilmistir. Endotelyumu olusturmak igin damar l[imeni
kollajen c¢ozeltisi (10 ug/cmz) ile inkiibe edilerek sonra EC'ler damar Iimenine
ekilmis ve endotelyumu olusturma slreci gerceklestiriimistir. Bu sekilde inkiibe
edilen TEVG’lerde endotelyumun olusumu, 12 saat, 7 glin, 10 gilin sureler sonunda

damar yapilarindan kesitler alinarak immuinohistokimyasal olarak incelenmistir.
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12 Haftalik TEVG’lerde damar limenine ekilen endotel hiicreleri ile yapilan
deneyin kisa sire (12 saat) kiltire edilmesinin ardindan alinan damar enine
kesitinde limen etrafina yerlesmis EC dizisinin birbirleriyle ardarda dizilmis
olduklari, kollajenin substrat olarak kullanilmasina ragmen ancak bazi bolgelerde
acikliklarin bulundugu (Sekil 4.34) gézlenmistir. Bu nedenle kullanilan hiicre sayisiyla
birlikte 12 saatin endotellerin damar limeninde kollajen kullanilsa dahi tek sira
endotel tabakasinin olusumu igin yeterli bir stire olmadigi tespit edilmistir. Endotel
hicrelerinin ayirt edilebilen en belirgin 6zellikleri Iimene dogru c¢ikintilasan
cekirdekleridir. Endotel hiicrelerinin altinda oldukga genis bir alani dolduran trikrom
boyasi ile mavi-yesil renkte boyanmis blyik blyltmelerde kivrimlari ile ayirt
edilebilen ve substrat olarak kullanilan kollajenin fibriller olusturdugu sanilan
oldukga kalin bir i¢ tabakanin olusumu izlenmektedir. i¢ tabakanin hemen disinda
birbirlerine baglanti birimleriyle tutunmus ve tabakalarin kalinlasmasi ile damar
duvarinin kahlnlastigini gosteren trikrom boyasi ile kirmizi gekirdekleri ile orta
tabakanin yapilanmasi dikkat cekicidir (Sekil 4.34).

Diger tarftan endotel hiicrelerinin 7 gin kiltlre edildikten ve kolljenin ara
protein olarak kullaniimadigi 8 haftalik TEVG’lerde yine EC’lerin tam olarak diz kas
tabakasi ile baglantilarini kuramadigi ve yer yer kesintilerin oldugu izlenmistir (Sekil
4.35). Bu nedenlerle bundan sonraki calismalarda kollajenin kullaniimasina ve
inklibasyon siresinin 10 giine cikarilmasina karar verilmistir.

12 TEVG'lerde 10 inkibasyon suresi uygulanarak ve kollajenin ara madde
olarak kullanildigi damar yapisinda endotel hiicrelerin daha iyi prolifere olarak
[imeni kesintisiz doseyecek sekilde bir dizilim gosterdikleri izlenmistir (Sekil. 4.36-
39). EC'lere o6zgil von Willebrand faktoriin varhgr immunoperoksidaz boyama
teknigi ile gosterilmistir. Diger taraftan damar [imeninde tunika intimaya benzer bir
yapinin olustugu izlenmektedir (Sekil 4.36). Bu tabakanin EC’lerin daha iyi tutunmasi
icin kullanilan kollajenden kaynaklandigi distintilmekte olup kullanilan kollajen

miktarinin azatilmasi yontindeki calismalarimiz devam etmektedir.
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Sekil 4.34. 12 Haftalik damar limenine ekilen EC’lerin 12 saat sonraki goruntdleri.
Damar kesitinde sagda limen etrafina yerlesmis muhtemelen endotel hiicrelerinin
[imene dogru cikintilasan cekirdeklerinin (gift ok) altinda oldukga genis alani
dolduran mavi-yesil renkli kollajen fibriller (yildiz) ve oldukg¢a kalin tabakalanma
gosteren diz kas hticreleri ve kirmizi ¢ekirdekleri (kalin ok) izlenmektedir. Masson’s
trikrom, x10.

Sekil 4.35. 8 Haftallk damar limenine ekilen EC’lerin 7 glin sonraki gorintileri.
Damar kesitin daha biylik blylitmelerinde solda endotel hiicre dizisi (cift ok) ve
baglanti birimleri olusturarak birbirine tutunan diiz kas hicreleri belirgin olarak
izlenmektedir. Masson’s Trikrom, x40.
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Sekil 4.36. 12 Haftalik damar limenine ekilen EC'lerin 10 glin sonraki goruntileri.
indirekt immunoperoksidaz ile boyanmis von Willebrand graniillerine ait
immunreaktivite gosteren endotel hicreleri (ok) izlenmektedir. Hematoksilen,
indirekt immunoperoksidaz, x20.

12 haftalik damar kesitlerin limeninde EC’lerin sitoplazmasinda yerlesmis
von Willebrand proteini TRITC ile isaretlenerek kirmizi renkte ve DAPI cekirdek
boyasiyla boyanmis cekirdekler ise mavi renkte gorilmektedir (Sekil 4.35). ikili
boyama teknigi ile EC ve SMC’lerin floresan mikroskobunda gériiniimleri birarada
izlenmigtir. TRITC ile isaretlenmis endotel hiicreleri kirmizi ve FITC ile isaretlenmis
diiz kas hiicreleri yesil renkte izlenmektedir. iki hiicre cesidinin cekirdekleri DAPI
boyamasiyla mavi olarak gorilmektedir (Sekil 4.38-39). Tim bu boyama
tekniklerinde EC'lerin limen etrafinda kesintisiz tek sira halinde yer aldigi ve
tabaninda kollajen fibrillerin oldugu acgik¢a goriilmektedir.

Daha once belirtildigi gibi ideal bir biyolojik greft, kesintisiz tek sira endotel
hiicrelerden meydana gelen islevsel bir endotelyuma sahip olmalidir. Calismalar tek
sira endotelyumu olusturmak Uzerine yogunlasmis olmasina ragmen ko-kultir
denemeleri in-vivo kosullari taklit etmedigi icin ¢ok basarili c¢alismalar elde

edilememistir. Yapilan bir ¢alismaya gore, dinamik kosullara sahip bir biyoreaktor
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sistemi icerisinde PGA megler lizerinde 3 boyutlu bir greft modeli olusturulmaya
cahsilmistir. Bu calismada SMC’ler ekilip 10 giin ve 23 giin boyunca kiiltlre
edilmistir. EC’ler ilk grefte 10. giinden itibaren ekilmis ve 15 giin boyunca kokultiiri
yapilmis, ikinci grefte 23. ginden itibaren ekilmis ve 2 gin boyunca kokiltiiri
yapilmistir (61). Bu iki deney grubunda da SEM goriintileri aracihgiyla tek sirali
endotelyum tabakasi gézlenmis, 15 giin boyunca kokdiltirl yapilan EC’lerin pulsatif
akim sayesinde daha uzamis bir morfolojide oldugu tespit edilmistir (61). Bu
¢alismada ise 6zetle EC'lerin damar limenindeki 12 saatlik inkliibasyonu sonucunda
yer yer tutunduklari, ancak kesintisiz olarak tutunabilmeleri igin en az 10 ginlik bir
inklibasyon siiresinin gerekli oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglardan goérilecegi gibi
TEGV'lerin insasinda hiicre kaynaklarinin, kiltiir sartlarinin, destek materyallerinin
ve mekanik sartlarin farkli olmasindan kaynaklanan pek ¢ok parametre rol
oynamaktadir.

Sonug olarak 10 glnlik inkibasyon sonrasi endotellerin kollajen substrati
aractligiyla diiz kaslarla baglanti kurarak endotelyumu olusturdugu, boylece iki
katmanli bir yapinin insasi ile gercek damar yapisina yaklasimin saglandig
soylenebilir. Calismalarimiz kollajenin yaninda laminin ve fibronektin gibi farkl
ekstraselller matriks elemanlarinin kullanilarak ara ylizeydeki miktarlari, bu
proteinlerin varliginda SMC-EC iliskileri ve endotelyumun islevselliginin arastirilmasi

yoninde devam etmektedir.
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Sekil 4.37. 12 Haftalik damar limenine ekilen EC’lerin 10 glin sonraki goruntileri.
Endotel hiicrelerinin sitoplazmasinda yerlesmis vonWillebrand proteini TRITC ile
isaretlenerek kirmizi renkte (beyaz ok), DAPI c¢ekirdek boyasiyla boyanmis

cekirdekler ise mavi renkte izlenmektedir. DAPI, indirekt immunofloresan, A) x20,
B) x40.
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Sekil 4.38. 12 Haftalik damar limenine ekilen EC’'lerin 10 giin sonraki ikili boyama
gorintuleri. TRITC ile isaretlenmis endotel hiicreleri kirmizi ve FITC ile isaretlenmis
diz kas hicreleri yesil renkte gorilmektedir. Her iki hlicre grubunun arasinda
herhangi bir floresan isaretlenme gostermeyen alan muhtemelen kollajen
tabakasinin olusturdugu bolgedir. DAPI gekirdek boyasiyla boyanmis g¢ekirdekler
mavi renkte izlenmektedir. DAPI, FITC-TRITC, A) x10, B) x20.
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Sekil 4.39. 12 Haftalik damar l[imenine ekilen EC’lerin 10 giin sonra gercgeklestirilen
ikili boyama gorintisi damar duvarinin limene yakin tarafindan alinan daha biyuk
bliyitmede izlenmektedir. Beyaz okla gosterilmis von willebrand iceren ve tek sira
halinde dizilmis endotel hicreleri ve kirmizi okla gosterilmis kollajen tip | yapisi
gorilmektedir. DAPI, x40.

4.5.6. Damar Greftlerin Mekanik Ozellikleri

TEVG'lerin mekanik o6zellikleri bircok yontemle (patlama basinci, damar
gerilimi, situr dayanimi gibi) 6lglilmektedir. Ancak butin bu testler igin ¢ok fazla
damar 6rnegine ihtiyag¢ vardir. Bir damarin olusum siresi ortalama 3 ay gerektirdigi
icin calismamizda sadece cekme mukavemeti incelenmistir. Mekanik test cihazi ile
12 haftalik inkiibasyon siresi sonunda biyoreaktérden alinan TEVG’in uzunlamasina
(longitudinal) yonde yapilan ¢cekme testinde greftin cekme mukavemeti 3.1 MPa
olarak olglilmustur. Greft kopmadan hemen Oncesine kadar % 35 gerinim
gostermistir. Gerilim-gerinim grafigi; hemen baslangicta lineer seyir izlememis olup
ancak % 20 gerinim degerinden sonra lineer bir seyir izlemistir. Bu nedenle greftin
elastik modilisini hesaplamak igin gerilim-gerinim grafiginin lineer golgesinin
hemen baslangicindaki egim degeri kullaniimis olup elastik modiills olarak yaklasik

0.13 bulunmustur.
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Greftin Gerilim/Gerinim Grafigi
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Sekil 4.40. TEVG'lerin gerilim-gerinim grafigi.

Literatilre bakildiginda 6ne cikan sistemler icerisinde gliclendirilmis kollajen
bazli damar greftlerin mekanik 6zellikleri (maksimum damar gerilimi 40-250 KPa,
kopma direnci 500 mmHg’dan dusliktir) arter implantasyonu icin gerekli mekanik
dayanimin altinda kalmistir (74). Canli arterlerde maksimum damar gerilimi 6.0 MPa
ve patlama direnci ise 2000 mmHg'dan bulyulktiir. Canh arterlerin mekanik
Ozelliklerine Niklason ve c¢alisma arkadaslari tarafindan (Uretilen PGA bazlh
muhendislik damarlarinin sahip oldugu goézlenmistir (46).

Sonug olarak bu calismada gelistirilen damarlarlarda elde edilen maksimum
gerilim (3.1 MPa) canli arterlerin gerilimine yaklasmistir. Daha dnce bahsedildigi gibi
damarinin mekanik gliciini etkileyen faktorler kollajen ve elastinin olmakla birlikte
media tabakasindaki SMC’lerin kasilma vyetenekleri de oOnemli o&lglide rol
oynamaktadir. Dinamik sartlarin (pulsatif stres) SMC’lerin fenotipini etkiledigi ve
SMC'’lerin kasilma yeteneklerini, dolayisi ile mekanik 6zelliklerini artirdigl yapilan
calismalar ile belirlenmistir (46). Ancak calismamizda olusturulan damar sistemleri
statik sartlarda gergeklestirilmistir. Bu nedenle statik kosullarda elde edilen damar
geriliminin canh arterlerin degerine yaklagsmasinin olduk¢a iyi organize olmus

kollajen fiberlerin (tip I) ve elastinin varligina baglamaktayiz.
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5. SONUGLAR ve ONERILER

Fonksiyonel doku ve organlarin in vitro’da Uretilmesini amaglayan doku
muhendisligi son vyillarda hizh bir gelisme gostermistir. Doku muhendisligi
yontemiyle Uretilen deri ve kikirdak, glinimizde buyuk bir pazar payina sahiptirler
(100). Hayvan testleri stiren dokular arasinda bagirsak (101-102), idrar kesesi (103),
omurilik (104) ve ses telleri (105) 6érnek olarak verilebilir. Uretilmis dokularin
bircogu, ornegin; kikirdak, kemik, kornea ve damar insanlarda denenmektedir.
Ancak yapilan arastirmalar damar ve kalp kapakgiklari gibi daha karmasik yapilari
laboratuvar ortaminda Uretmenin daha zor oldugu ve sanildigindan daha uzun
slireceginin sinyallerini vermekte olup arastirmalar bu yonde devam etmektedir.

Bu tez kapsaminda vaskiler doku muhendisligi yaklagimi ile statik kosullarda
otolog hiicrelerden in vitro kosullarda biyolojik vaskiiler greftlerin tasarlanmasi ve
insa edilmesi hedeflenmistir. Bu amagla geng sigir damarlarindan izole edilen diiz
kas ve endotel hiicreler modifiye edilmis PGA meslerin Uzerine ekilerek in vitro
kosullarda biyolojik vaskuler greftler inga edilmistir. TEVG’lerin zamana karsi geligimi
incelenmis ve 12 hafta inklibasyon sonunda dis ¢capi 3.8 mm olan ve duvar kalinligi
0.9 mm olan biyolojik vaskiiler greft elde edilmistir. Elde edilen damarin morfolojisi
tipik bir canli arter gorintisinde olup maksimum gerilme direnci 3.1 MPa,
kopmada % gerinimi ise 35 olarak bulunmustur. immunohistokimyasal
degerlendirmeler ise bu greftlerin kan damarlari yapisini gosterdigini dogrulamistir.
Diger 6nemli bir cikti ise; damar yapilarinda ¢ok az miktarda da olsa elastin varliginin
yapilan immunohistokimyasal degerlendirmeler ile ispatlanmis olmasidir.
Literatirde belirtildigi gibi cogu TEVG'lerde elastin bulunmamaktadir ve bu
greftlerdeki elastin sentezi Uzerinde vyeterli g¢alismalar yapilmamistir. Elastin,
vaskiler SMC’lerin aktivitesinde potansiyel otokrinler olarak gérev alir ve
fibroseliiler patolojide 6nemlidir. (95). Bunun yaninda elastinin yoklugunun tipki
aterosklerozda oldugu gibi subendotelyal hasar olusmasi ve SMC’lerin diizgiln

organize olmamasi gibi durumlara neden oldugunu gosteren galismalar yapilmistir
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(97). Bu sebeplerle arterlerde elastinin bulunmasi damarin hem yapisal hem de
fizyolojik 6zellikleri bakimindan biyiik 6nem tasimaktadir.

TEVG’lerde karsilasilan bir diger énemli sorun damar liimeninde tek sirah bir
endotelyum olusturmaktir (98). Bu sorunun (stesinden gelebilmek icin yapilan
cesitli calismalarda basari saglansa da istenilen sonuglar elde edilememistir (60-61).
Bu c¢alismamizda EC’lerin SMC’lere tutunmasini saglamak amaciyla EC’ler limene
ekilmeden once limenden kollajen A gecirilmis ve 12 haftalik greftte tek sirah
dizilmis endotel hiicre goriintlsiine rastlanmistir. Ancak hem teknik olarak hem de
molekiiler diizeyde arastirilmasi gereken bircok konu vardir. Ornegin; makroskopik
ve immunohistokimyasal sonucglara gore en iyi verilerin elde edildigi damar kultir
sliresi 12 haftalik damar greftidir. Bu stire klinik uygulamalar agisindan oldukc¢a uzun
bir siuredir. Fakat burda gbz Oninde bulundurulmasi gereken bir konu, bu
calismanin statik kosullar altinda yirutidlmis oldugudur. Dinamik kosullar altinda
calisilan sistemlerde damar olusma siresinin kisaldigi ve Ozellikle atim verilen
modellerde hiicrelerin diizenlenmesi ile salgilanan ekstraseliiler matrik diizeylerinin
gercek bir damara daha yakin bir profil ¢izdigi bilinmektedir (106). Bu nedenle statik
kosullar altinda salgilanan elastin miktarinin sinirli ve kiltir siresinin daha uzun
sirmesi beklenilen sonuclar arasindadir. Bu durum, c¢alismalarimizi klinige
tasiyabilmek icin dinamik kosullara olan gereksinimi yani dolasim sisteminin in
vitro’da in vivo’da oldugu gibi taklit edilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu
sonuglardan yola ¢ikarak bundan sonraki ¢alismalarimizin dinamik kosullar altinda
stirdtridlmesine karar verilmistir. Literatlirde dinamik kosullarda 8 hafta gibi basarili
ornekler elde edilmis olsa da, damarlari elde etme slresini azaltmak ve besiyeri gibi
hiicrelerin fizyolojik ve vazoaktif cevaplarini etkileyecek ortamlarda yapilacak
degisiklikler, gercegine daha uygun damarlarin elde edilmesinde yardimci olacaktir.

Sonug¢ olarak tim dinyada oldugu gibi Ulkemizde de kalp damar
hastaliklarina sikg¢a rastlanmaktadir. Bu ihtiyaci karsilamak igin tim dlnyadaki
calismalara paralel olarak vaskiler doku mihendisligi yaklasimiyla damar
greftlerinin Uretilmesine yonelik teknigin llkemizde de gelistirilmesi dnemli bir

adimdir. Bu ¢alisma sonunda ortaya ¢ikan damar prototipi, teknoloji ve insan saglhgi
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acisindan degerli olmakla birlikte elde edilen ¢iktilar hiicre transplantasyonu
acisindan da bliyik onem tasimaktadir. Diger taraftan vaskiiler hastaliklarin teshis
ve tedavisinde kullanilacak yonga gibi mikro/nano-teknolojik yaklasimlar igin de bir
alt yapi olusturmustur. Bununla birlikte bu calismanin sonuglari vaskiiler doku
muihendisligi alandaki bilgilerimize olduk¢a 6nemli katki sagladigi gibi, insan atar
damarlarinin in vitro muihendisligi alaninda gercgeklestirilmesi planlanan ileri

calismalar icin de kuvvetli bir temel olusturmustur.
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